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CDR Región determinante de la complementariedad
CPM Cuentas por minuto







FCS Suero de ternera fetal
HLA Antígenos de los leucocitos humanos






LCL Línea celular linfoblástica
mAb Anticuerpo monoclonal
MHC Complejo Principal de Hitocompatibilidad
MLC Cultivo mixta de linfocitos
NP-40 Nonidet P-40
bp Pares de bases
PBMC Células mononucleares de sangre periférica




RFLP Polimorfismo de fragmentos de restricción
s.h. Subgrupo de homología
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1.1.- El receptor de la célula T.
Las células T reconocen en la superficie celular los complejos formados por las proteínas
del MHC y los péptidos que éstas presentan, a través de su receptor específico o receptor de
célula T (TCR) (Davis y Bjorkman, 1988). El receptor de antígeno de los linfocitos T maduros
está compuesto por dos glicoproteinas altamente variables, distribuidas clonalmente (dímero a
o yb), asociadas no covalentemente con los cinco polipéptidos invariables que constituyen el
complejo CD3 (Meuer et al., 1983; Brenner et aL, 1985) (Figura 1).
Las cadenas a, ~, y y 8 pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig) (Davis
y Bjorkman, 1988). El receptor a ji es el más común en los linfocitos humanos, encontrándose
en más de un 95% de las células T de sangre periférica (Groh a al., 1989; Brenner d aL, 1986).
Posee un dominio distal altamente variable, que es el responsable de la unión de antígeno, y un
dominio proximal constante. Su estructura es similar a la de las inmunoglabulinas,
identificándose regiones variables (V), de diversidad (D), de unión (J de “joining”) y constantes
(C) (Siu et aL, 1984; Toyonaga y Mak, 1987; Chothia et aL, 1988; Wilson et aL, 1988; Raulet,
1989; Davis, 1990) (Figura 1).
El complejo CD3 está formado por tres polipéptidos y, 8 y e, pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, que se asocian a dos subunidades independientes, las
cadenas C y ti que forman homodímeros « (90%) o heterodímeros ~ (10%) unidos por
puentes disulfuro (Mercep etaL, 1988; Moss a aL, 1992) (Figura 1). Se cree que la cadena C es
necesaria para unir CD3 al TCR a ji y para un transporte eficiente del complejo TCR/CD3 a
la superficie celular (Mercep a aL, 1988). Cada una de las cadenas del complejo se requiere para
la eficiente transmisión de señales al interior celular.
1.1.1.- Los genes del receptor a II de la célula T.



























Figura 1. A) Representación esquemática del receptor a ji de la célula T y de CD3. B)
Representación esquemática de los polipéptidos del receptor, donde se muestra la contribución
de los segmentos variables (y), de diversidad (D), de unión (J) y constantes (C) así como la
región de la adición N (N). TM y CY corresponden respectivamentea la región transmembrana
y citoplásmica (tornado de Moss el aL, 1992). C) Representación esquemática de los complejos








línea germinal, en diferentes grupos, separados unos de otros. Estos segmentos recombinan,
durante la maduración de los linfocitos T, siguiendo un proceso por el cual so produce primero
la unión de los segmentos D con los 3 (solo en ji) y luego la unión de los Y can los D-J o J (en
« y ji respectivamente). Como consecuencia de estas uniones, los genes Y, D o J que hay entre
los segmentos utilizados por la célula T son deleccionados. Tras este proceso el DNA del
linfocito T maduro tiene juntos y recombinados los segmentos V(D)J. La unión de estos
segmentos a la regiónconstante se hará durante la maduración delmRNA bajo la acción de una
señal de procesamiento. El segmento V está codificado por dos exones separados por un intrón
de 90 a 400 pares de bases (bp). El primer exón codifica para una secuencia señal hidrofóbica
de aproximadamente 50bp. El segundo exón codifica para el resto de la región Y (entre 250 y
350 bp)(Moss eraL, 1992). Las segmentosVa y Vji poseen dos residuos de Cys, separados entre
63 y 69 aa, que forman de puentes disulfuros intracatenarios (Chothia el aL, 1988).
Las segmentos Y se agrupan en subfamilias, cada una de las cuales incluye aquéllos
miembros que presentan una homología mayor del 75% en su secuencia de nucleótidos. La
homología entre las proteínas de diferentes subfamilias osdila desde el 16% hasta el 58%
(Wilson elal., 1988). Diez aa que son importantes para la conservación de la estructura delTCR,
aparecen conservados en más del 75% de las secuencias (Concannon el aL, 1986; Klein el aL,
1987), Las subfamilias de segmentos Y se pueden clasificar a su vez en subgrupos de homología.
Estos incluyen aquellas subfamilias Va o Vji que tienen entre si una identidad en su secuencia
de aa mayor del 50% (Chothia el aL, 1988).
El elevado número de segmentos génicos permite generar numerosas combinaciones
transcripcionales. Esta diversidad se ve muy incrementada por la adición de nucleótidos no
codificados en línea germinal en las regiones N o zonas de unión Vj3-DP y Dji-Jji o Va-Ja por
la acción de la deoxinucleotidil transferasa terminal (George el aL, 1992), En el TCR no existe
el fenómeno de la hipermutación somática descrito para las inmunoglobulinas.
Las genes de la cadena « están localizados en el cromosoma 14 (14q11) (Caccia el aL,
1985; Collins el aL, 1985) (Figura 1). Las genes para los elementos de la cadena fi del TCR se
encuentran entrelos que codifican para los segmentos Va y Ja. Aproximadamente 50 segmentos
Va, agrupados en 32 subfamilias, y unos 100 segmentas Ja están distribuidos a lo largo de 100kb
de DNA (Yoshikai el aL, 1986; Kimura eraL, 1987; Klein elaL, 1987; Roman-RomanetaL, 1991;
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Moss el aL, 1993). A 4kb de los segmentos Ja se encuentra un único segmento Ca (Yoshi.kai el
aL, 1985).
El complejo de genes de la cadena ~ ocupa unas áOOkb del cromosoma 7 (7q32-35)
(Caccia el aL, 1984; Lai el aL, 1988) y comprende unos 57 segmentos VP agrupados en 26
subfamilias (Kimura el aL, 1986; Concannon el aL, 1986; Wilson el aL, 1990; Robinson, 1991;
Ferradini el aL, 1991; Hall cf aL, 1994) (Figura 1). Hay dos segmentos Cji separados unas 8kb
entre si. Cada uno posee un grupo de segmentos Jji y un segmento Dji asociado (Clark el aL,
1984; Toyonaga el aL, 1985).Las dos segmentos C~ son altamente homólogos, diferenciándose
tan solo en 4 aminoácidos. Además de los tránscritos VDJC el complejo ji produce trAnscritos
DJC similares a los DJp de Ig, cuya función no se conoce (Gu el aL, 1991).
En los genes que codifican para segmentos V y C del TCR a ji se ha descrito la existencia
de polimorfismo alélico. Las variaciones alélicas más extensamente caracterizadas son las de
RFLP, que mapean en regiones no codificantes (Posnett, 1990). También se ha identificado la
existencia de polimorfismos en regiones codificantes en algunos genes Y (Plaza el aL, 1991;
Reyburn el aL, 1993) y en Ca (Bragado el aL, 1994). Hasta ahora no hay evidencia de que este
polimorfismo implique diferencias funcionales.
1.1.2.- Estructura tridimensional del TCL
El análisis comparativo de la secuencia de las cadenas del TCR con la de las cadenas de
las Ig permitió predecir que la estructura de éste seria muy similar a la de las primeras (Chothia
el aL, 1988). Recientemente se han cristalizado, por separado, los dominios extracelulares de las
cadenas ji (Bentley el aL, 1995) y a (Fields el aL, 1995) con una resolución de 1,7k y 2,2k
respectivamente. Los resultados confirman la gran similitud de la estructura del TCR con Ig,
aunque revelan la existencia de ciertas diferencias. La estructura de las regiones CDRI y CDR2
ji permite un menor número de conformaciones en el TCR que en Ig al estar el dominio C muy
próximo al Y. La cadena a presenta un giro diferente al de Ig que le permite formar
homodimeros que podrían dar origen a la formación de tetrameros (a 0)~. Se predice también
la posible disposición del TCR en la interacción con el tetramero (ap)2 de clase II: CDR3a
estaría sobre el extremo N-terminal del péptido antigénico, y CDR3 ji sobre el extremo C-
terminal (Fields el aL, 1995).
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1.2.- El Complejo Principal de Hístoconipatihilidad (MHC) y la presentación de antígeno a los
linfocitos T.
El MHC, denominado HLA en humanos, es un sistema de genes localizado en el braza
corto del cromosoma 6. Ocupa un segmento de 4000kb de DNA dividido en tres regiones: clase
1 en el extremo telomérico del complejo, clase II en el extremo centromérico, y entre ellos, los
genes de clase III que incluyen, entre otros, aquellos que codifican para las proteínas del Sistema
del Complemento. Las dos primerasregiones incluyen los genes que codifican para los antígenos
de clase 1 y los de clase II, cuya función es presentar péptidos antigénicos a los linfocitos T
(Smell el aL, 1976; Mason y Morris, 1986). Existen dos vías de presentación de antígeno
(Yewdell y Bennink, 1990). En la vía exógena, las células presentadoras de antígeno (APC)
capturan los antígenos extracelulares, los internalizan y degradan en su compartimento
endosómico. Algunos de estos productos de degradación se unen a los antígenos de clase II y
se presentan en superficie donde son reconocidos por los linfocitos T CD4~, cuya función
principal es cooperar en la activación de células efectoras, En la vía endógena, proteínas de
parásitos intracelulares o propias sintetizadas endógenamente son degradadas en el citasol y
algunos de los péptidos producidos son transportados al interior del retículo endoplásmico donde
se unen a los antígenos de histocompatibilidad de clase 1 para ser presentados en superficie a
los linfocitos T CD8~, que poseen actividad citoiltica.
El polimorfismo es una de las principales características de los antígenos de clase 1 y
clase II, ya que determina la especificidad de presentación de péptidos en estas moléculas.
1.2.1.- Estructura general y organización géníca de los antígenos HLA de clase 1.
Los antígenos de clase1 son glicoproteinas de membrana pertenecientes a la superfamilia
de las inmunoglobulinas. Constan de dos cadenas polipeptidicas, una pesada, la cadena a,
polimórfica, de aproximadamente 44kD, codificada en el MHC y unida de forma no covalente
a una cadena ligera invariante, la ji2-microglobulina (ji2m), de aproximadamente l2kD, no
codificada en el MHC (Ploegh el aL, 1981) (Figura 2). En la cadena pesada se distingue una
región extracelular de 274 aa, una región transmembrana hidrofóbica de 25 aa y una región
intracitoplásmica hidrofílica de 30 aa (Ploegh elc¿L,1981). La región extracelular está formada
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Figura 2. A) Representación esquemática de la estructura tridimensional de la porción
extracitoplasmática de las moléculas MHC de clase 1 (tomado de Lawlor cf aL, 1990). E)
Esquema de la estructura secundaria de la molécula (tomado de Bjorkman cf aL, 1987a). C)
Representación del sitio de unión de antígeno. Se indica la localización de las subcavidades A -
F (adaptado de Bjorkmann cf aL, 1987b). D) Representación esquemática de la interacción
péptido-MHC de clase 1. En la figura se indican las subcavidades del sitio de unión de antígeno
en las que se alojan las cadenas laterales del péptido. Los residuos R4, RS, R6 y RS son
accesibles al medio. Las subcavidades E y C/F forman en HLA-B27 una sola gran cavidad. Se
especifica, también, los residuos que en cada subcavidad interaccionan con cada posición del
péptido (adaptado de Villadangos cf aL, 1992).
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dominios al y a2 presentan una cierta homalogía entre si (Orrel aL, 1979a). El dominio «3 es
homólogo a la cadena ligera ji2m y ambas son a su vez homólogas a los dominios constantes de
las inmunoglobulinas (Orr cf aL, 1979b). Las dominios «2, «3 y ji2m tienen puentes disulfuro
intradominio. En el dominio al existe un enlace N-glicosidico con un carbohidrato de unas
3,3kD (Ferguson cf aL, 1979) (Figura 2).
Existen tres loci altamente polimórficos que codifican para antígenos de clase 1 humanas
clásicos: FILA-A, B y C (Koller cf aL, 1989). Los genes respectivos están organizados en 8 exones
que ocupan 3,3kb separados por 7 intrones. Elprimer exón codifica una reglón de 18 nucícótidos
5’ no traducida, seguida de los 24 tripletes de codones que codifican el péptido señal. Las exones
2 (270 nucledtidos), 3 y 4 (276 nucleótidos) codifican para los dominios al, «2 y aS
respectivamente. El exón 5 (117 nucleótidos) codifica el dominio transmembrana y los residuos
que lo flanquean. Las exones 6 (33 nucleótidos) y 7 (48 nucleótidos) codifican para el dominio
intracitoplásmico. El exón 8 (400 nucleótidos) contiene doscodones codificantes en su extremo
5’ para los residuos C-terminales del dominio intracitoplásmico y la también la región 3’ no
traducida,
1.2.2.- Estructura trIdimensional de los antígenos de clase 1.
La estructura tridimensional de los antígenos de clase1 se determinó mediante estudios
de difracción de rayos-X. Se conoce la estructura de tres antígenos humanos: FILA-A2
(Bjorkman el aL, 1987a; Bjorkman cf aL, 1987b; Saper cf aL, 1991), HTA.Aw68 (Garret cf aL,
1989; Guo cfaL, 1992; Silver el aL, 1992)y HLA-B27 (Madden cfaL, 1991; Madden el aL, 1992);
y de dos antígenos murinos: H~2Kb (Fremont el aL,1992) y H.2Db (Yaung el aL, 1994). La
estructura de las distintas moléculas de clase 1 es muy similar, como cabría esperar de la
similitud de sus secuencias y de su función.
Las dominios «j y «2, situados en el extremo distal a la superficie celular, presentan un
mismo plegamiento terciario, mientras que el dominio «3esanálogo al de la ji2m, encontrándose
ambos cerca de la membrana (Figura 2). Las dominios a~ y ji2m presentan una estructura de
“sandwich” compuesto por dos láminas de cuatro y tres cadenas ji antiparalelas unidas par
puentes disulfuro, típica de los dominios constantesde inmunoglobulinas (Becker y Reeke, 1985;
Bjorkman el aL, 1987a). Los dominios a~ y ji2m interaccionan a través de la lámina ji de cuatro
. .. . ~.
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cadenas y forman un ángulo de 1460, con un desplazamiento de la P2m hacia «~ y «2 de 13k.
Las dominios a1 y a2 son prácticamente idénticas. Su porción N-ternxinal está formada
por cuatro cadenas ¡~ plegadas, que forman una lámina ji antiparalela, mientras que su región
C-terminal tiene configuración de hélice a. La hélice a de ~está formada por una pequeña
(residuos 50 a 55), seguida por una de mayor tamaño (residuos 58 a 84), que forma con la
anterior un ángulo de 1100. En el dominio a2, una primera hélice a (residuos 138 a 148)
precede a una segunda, de mayor tamaño (residuos 151 a 173), girada en el residuo 162. Ambas
forman un ángulo de 1300. Este dominio posee además otra hélice a corta (residuos 177-180)
que lo conecta con el dominio «3~ Las cuatro bandas ji de cada dominio forman una única
lámina ji antiparalela. Las hélices a de estos dos dominios coronan esta lámina ji, enfrentándose
una a otracon una separación 18k. Los dos dominios están conectados por enlaces de hidrógeno
entre las cadenas ji N-terminales de cada dominio, situadas en el centro de la lámina ji, y por
enlaces entre la región C-terminal de cada hélice a y residuos de la lámina ji del otro dominio.
1.23.- Estructura del sitio de unión de péptido de los antígenos de clase 1.
La estructura tridimensional de «~ y «2 forma una cavidad entre las dos hélices a de 25k
de longitud y iak de anchura y itA de profundidad. Sus paredes están formadas por las cadenas
laterales de algunos de los residuos de dichas hélices a, y su base por residuos de las láminas
ji centrales. Esta cavidad aloja los péptidos antigénicas. La determinación de la estructura
cristalográfica a alta resolución de HLA-Aw68 (GarreÉ cfaL, 1989) y HLA-B27 (Madden a aL,
1991) unidos a un conjunto de péptidos endógenos, y la de HLA-Aw68 (Silvercf aL, 1989), lILA-
A2 (Madden cf aL, 1993), H~2Kb (Fremont et aL, 1992) y lI~2Db (Young cf aL, 1994) unidas a
péptidos individuales de origen viral ha permitido conocer las características, de la unión de
péptidos antigénicos a las moléculas de clase 1.
Se han definido seis subcavidades (A - F) dentro del sitio de unión de péptidas, que se
localizan en la intersección de la lámina ji y las hélices a (B, C, D y E) o entre las dos hélices
a (A y F). Su tamaño, forma y polaridad está determinado por los residuos que las forman, que
en su mayoría son polimórficos (Figura 2).
Las péptidos, habitualmente nonámeros en conformación extendida, están fuertemente
unidos a la molécula de MHC, con sus extremosN y C-terminales interaccionando con residuos
¡
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situados en las subeavidades A y F respectivamente. La mayoría de los contactos se establecen
con átomos del esqueleto carbonado del péptido y con sus extremos Ny C-terminales. Además,
ciertas cadenas laterales del péptido interaccionan con residuos de las moléculas de MIHC que
forman estas subcavidades. Otrascadenas lateralesdel péptido se proyectan hacia el medio y son
accesibles al contacto con el TCR, determinando la antigenicidad del complejo (Figura 2).
1.3.- HLA-B27 y su polimorfismo molecular.
HLA-B27 adquiere un interés especial entrelos antígenos de clase 1 por su vinculación
a un conjunto de espondioartropatias, principalmente la espondilitis anquilosante y la artritis
reactiva, aunque se desconoce el mecanismo de esta asociación (Brewerton et aL, 1973). Se han
definido nueve subtipos estructurales y funcionales de este antígeno (HLA~B*2701 a lILA-
B*2709) que se diferencian entre si en 1 a 5 aa en los dominios a~ y a2 (López de Castro, 1989;
Choo ef aL, 1991; Del Porto cfaL, 1994; Hildebrand cf aL, 1994) (Figura 3). B*2704 y B*2706
se distinguen, además, del resto de los subtipos por un cambio adicional, de Gly en vez de
Ala2ll, en el dominio a~ (Rudwaleit cf aL, 1996)
Las cambios que distinguen a los 9 subtipos, a excepción de las posiciones 131 y 211, se
localizan en el sitio de unión de péptido y, salvo los residuos 82 y 83, poseen sus cadenas
laterales orientadas hacia él, contribuyendo por lo tanto a su estructura (Figura 3). Casi todos
estos cambios se localizan en la subcavidad E/C/F. El cambio que distingue a B*2705 de B’2703
(TS’r a His 59) se localiza en la subcavidadA (Rojo ct aL, 1987; Choo cf aL, 1988). Este cambia
es único ya que la Tyr59 se encuentra conservada entre todas las moléculas de clase 1. La TyrS9
contribuye a estabilizar la unión del péptido a la molécula de clase 1 mediante la interacción con
el extremo N-terminal del péptido através de una red de puentes de hidrógeno a los que
contribuyen otras posiciones de la subcavidad A (Saper cf aL, 1991; Madden cf aL, 1992;
Madden, 1995). Por el contrario, los residuos que forman la subcavidad B (9, 24, 34~ 45 y 67) y
los más próximos a ella (7, 63, 66, 70 y 99) se conservan entre los subtipos, y su combinación es
única entre las moléculas lILA de clase 1. Dado que la subeavidad B es altamente polimórfica,
en particular entre los productos del locus B, la conservación de su estructura entre los subtipos
de HLA-B27 sugiere que esta subcavidad juega un papel importante para su función y
especificidad, lo que explicaría su conservación a lo largo del proceso evolutivo de HLA-B27.
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Figura 3. A) Diferencias entre los subtipos de HLA-B27. En la figura se indican las posiciones
que diferencian a los subtipos así como las subcavidades en las que se localizan. Además de
estos cambios, B*2704 y B*2706 se diferencian de los otros subtipos en un cambio en «3 (Gly
en vez de Ala2ll). B) Localización espacial de las posiciones que son polimórficas en los
dominios «~ y «2 entre los subtipos de HLA-B27. Se indican las posiciones que cambian con




























1.3.1. Péptidos que une HLA-B27.
En la estructura tridimensional de HLA-B27, refinada a 2, iA de resolución, se observa
una clara densidad electrónica en el sitio de unión (Madden ef aL, 1991) que ha permitido
obtener una imagen detallada del conjunto de péptidos que se unen a esta molécula y de sus
interacciones con ella. Las péptidos unidos a HLA-B27 son generalmente nonámeros en
conformación extendida, aunque también se han caracterizado péptidos más largos (RtStzschke
ef aL, 1994; Urban cf aL, 1994), algunas de cuyas cadenas laterales se introducen en las distintas
cavidades del sitio de unión (Figura 2). Esta disposición permite la formación de múltiples
enlaces de hidrógeno con el esqueleto del péptido. La mayoría de los contactos entre el péptido
y la molécula de HLA-B27 seconcentran en los extremos del sitio de unión (cavidades A y C/F),
donde se acomodan los extremos N y C-terminales del péptido, respectivamente. En la zona
central, la cadena principal del péptido se arquea hacia arriba, y por debajo, y a lo largo del
péptido, se unen doce moléculas de 1120. Las péptidos presentan un giro entre P3 y P4. Los
grupos N y C-terminales se sitúan en los extremos del sitio de unión. La estructura de las
subcavidades secundarias que unen P2, P3 y P9 y en menor medida P7, sugieren restricciones
sobre las cadenas laterales que pueden unir, siendo la más importante la de P2. La cadena
lateral de P3 se sitúa en la cavidad apolar D, cerca de la Leu1S6 y de las cadenas laterales de
Tyr99, TS’r159 e Hisll4. Las posiciones P7 y P9 se sitúan en dos cavidades (E y C/F), que en
HLA-B27 forman una gran cavidad polar y cargada entre los dos residuos Asp74 y Trp 147. La
cadena lateral de P7 apunta hacia la Hisll4 y el Asp97 y la de P9 puede introducirse en el sitio
de unión y establecer contactos con residuos cargados negativamente como Aspll6 o Asp77, o
si su cadena lateral es más corta, con residuos no polares como Thrl43, Trp147, Leu8l o Tyr 123.
La cadena lateral de Pl parece dictar la posición de la cadena principal del péptida en
el sitio de unión. Las cadenas laterales P4, PS, P6 y P8 están orientadas hacia el solvente y
expuestas. La cadena lateral de P6 se situa entrela Ala69 y Lys7O situadas en la hélice « de a~,
Por otra parte, se han determinado las secuencias de péptidos endógenos unidos a
B*2705 y a B*2702 (Rótzschke cf aL, 1992; Rétzschke cf aL, 1994), que corresponden a proteínas
intracelulares. Aunqueel conjunto de péptidoses heterogéneo, posee una serie de características
comunes. Todos ellos presentan Arg en la posición 2 (P2), aunque, excepcionalmente se han
aislado de HLA-B27 en ratas transgénicas péptidos con otros residuos en esta posición
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(Feltkamp et al., 1996). En Pl estos péptidos tienen preferencia por residuosbásicas. En P9, los
péptidos eluidos de B*2705 presentan preferencia por residuos básicos, alifáticas o aromáticas,
En B*2702 predominan en P9 los residuos aromáticos, en menor proporción los alifáticos, pera
no sedetectan residuos básicos. En P3 predominan los residuos hidrofóbicos y en P7 los residuos
no polares o residuos polares poco voluminosos. El resto de las posiciones, P4, PS, 1>6 y PS no
presentan restricción para un tipo determinado de residuos.
1.3.2.- Frecuencia y distribución étnica de los subtipos de HLA-B27.
La frecuencia con que HLA-B27 aparece en la población es aproximadamente de un
3,4% en caucasoides, 1,9% en negros americanos y un 1,6% en orientales. Los indios de
Norteamérica y los esquimales son las poblaciones donde HLA-B27 se encuentra can mayor
frecuencia. HLA-B27 está en muy baja frecuencia en negros africanos y ausente en las
poblaciones aborígenes de América del Sur (Baur cf aL, 1984).
El 90% de la población caucasoide y el 45% de la oriental HLA-B2V es FILA~B*2705,
y éste es también el subtipo mayoritario en otras poblaciones. Las subtipos B*2701 y B*2702 sólo
se han encontrado en caucasoides; B*2701 tan solo se ha detectado en 2 individuas, mientras
que B*2702 se encuentra aproximadamente en el 5 al 10% de esta población (Choo cfaL, 1986)
y es el subtipo predominante entre los judíos (Gonzalez-Roces cf aL, 1994) y en una población
de gitanos españoles (De Pablo cf aL, 1992). B*2704 es minoritario en caucasoides, con una
frecuencia de un 1%, sin embargo es predominante en la población oriental (55%). B*2706 se
ha encontrado solamente en poblaciones orientales y B*2703 solamente en negros americanos
y en Africa Occidental, donde parece ser el subtipo mayoritario (Choo cf aL, 1986; Hill cf aL,
1990). B*2707 es minoritario en poblaciones de la India y Tailandia (Khan, 1995). B*2708 y
B*2709 son minoritarios en caucasoides (López de Castro, 1996) siendo el subtipo B*2709
abundante en la población de Cerdeña (Del Porto cf aL, 1994).
133.- HLA-B27 y espondiloartropatfas.
La espondilitis anquilosante es una enfermedad inflamatoria crónica que afecta
predominantemente a las articulaciones. Su patogenia no es conocida, pero el 96% de los
individuos que la padecen son HLA-B27~. Un 4% de los individuos HLA-B27~ están afectados
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(Brewerton et aL, 1973).
Al menos los subtipos B*2702, W2704, B*2705 y B*2707 se asocian con la espondilitis
anquilosante (Breuer-Vriesendorp ef aL, 1987; Khan, 1995), la que sugiere que si el mecanismo
patogénico está mediado por un péptido, este debe poder ser presentado al menos por estos
subtipos y ser reconocido en todos ellos por CTL (Benjamin y Parham, 1990). La posible
asociación de B*2703 a enfermedad es discutida, puesto que este subtipo es mayoritario en
negros del Africa Occidental, que no desarrollan espondilitis anquilosante asociada a HLA-B27
(Hill cf aL, 1991), Sin embargo, esta enfermedad tampoco se desarrolla en individuos B*2705+
de la misma población, lo que sugiere que la carencia de espondilitis anquilosante asociada a
HLA-B27 en negros africanos es debida a otros factores genéticos o ambientales. Recientemente,
se ha descrito la existencia de individuos B*2703+ de la población norteamericana que sufren
espondioartropatias (Feltkamp cf aL, 1996). En un estudio de población realizado en Tailandia
se ha visto que B*2706 no está asociado a la espondilitis anquilosante en esa población (López-
Larrea cf aL, 1995), aunque se conocen individuos Bt27064 de origen indonesio que padecen
esta enfermedad (Feltkamp cf aL, 1996). Otro estudio reciente sugiere que B*2709 no está
asociado a la espondilitis anquilosante en la población de Cerdeña (D’Amato ef aL, 1995).
Distintas hipótesis tratan de explicar la asociación de HLA-B27 con la espondilitis
anquilosante. Se ha propuesto que el causante de la enfermedad podría ser un gen en
desequilibrio de ligamiento con HLA-B27 (Keat, 1986), pero estudios genéticos (Lochead cfaL,
1983) y de RFLP (polimorfismo de fragmentos de restricción) (Reveille cf aL, 1988) no han
encontrado ningún gen distinto asociado con la susceptibilidad de padecer la enfermedad. Por
el contrario, se ha demostrado una asociación directa entre la expresión de FILA-B27 y la
aparición de una patología similar a la artritis reactiva en ratas transgénicaspara HLA-B27, cuyo
desarrollo necesita de altos niveles de expresión del transgén (Hammer cf aL, 1990).
Para explicar el mecanismo de asociación se ha propuesto la participación directa de los
linfocitos T en la patogenia de esta enfermedad, no siendo necesaria la expresión de FILA-B27
en las células no linfoides de los órganos afectados, pero si en las células linfoides y manociticas
(Breban cf aL, 1993). Otras hipótesis, basadas en la asociación existente entre algunas artritis
reactivas e infecciones por bacterias enteropatógenas, sugieren que HLA-B27 podría presentar
localmente un péptido artritogénico endógeno semejante a algún péptido de origen bacteriano.
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Tras una infección por estas bacterias, se desencadenaría una reacción cruzada contralas células
que expresaran el péptido endógeno. Las linfocitos T jugarían un papel fundamental en esta
respuesta. Entre las evidencias que apoyan esta última teoría tenemos: (a) que algunas bacterias
intracelulares (Ycnvinia, Shigella y Kiebsiella) son capaces de desencadenar la enfermedad
(Kingsley y Sieper, 1993), (b) que algunos péptidos derivados de ellas pueden ser presentados
por antígenos de clase 1 e inducir respuesta mediada por CTL (Aggarwal cf aL, 1990), y (c) que
en el liquido sinovial de pacientes con artritis reactiva y espondilitis anquilosante se ha
observado la presencia de C~L restringidos por HLA-B27 específicos contra bacterias así cama
CTL autorreactivos anti-HLA-B27 (Hermanncf aL, 1993). Así pues, el mecanismo de asociación
de HLA-B27 a las espondioartropatlas parece implicar directamente las características
estructurales, antigénicas y/o presentadoras de péptido de esta molécula,
1.4.- Respuestas alorreactivas anti-HLA-B27.
1.4.1.- Alorreconoclmiento.
La fuerte respuesta de las células T contra aloinjertos dio lugar al descubrimiento y
definición de los antígenos de trasplante. Posteriores análisis permitieron identificar las
moléculas implicadas como las proteínas codificadas por los genes del MHC. La respuesta
alogénica “in vivo” tiene su paralelismo “in vitro” en el cultivo mixto de linfocitos. Los antígenos
convencionales activan una fracción muy pequeña de precursores de linfocitos T mientras los
aloantígenos activan más del 1% de estas células. Se han propuesto dos hipótesis para explicar
la alta frecuencia de precursores. En la primera, cada complejo MHC-péptido podría estimular
una población diferente de células T (Matzinger y Bevan, 1977). Un determinado péptido
antigénico puede ocupar una pequeña fracción de las moléculas del MHC en la superficie de las
células presentadoras de antígeno, por lo que la densidad de antígeno por determinante
antigénico sería baja. En la segunda hipótesis, las células T alorreactivas reconocerían
directamente la molécula alogénica. En consecuencia, las moléculas de MHC “no propias”,
funcionando como ligandos, alcanzarían una alta densidadde determinantes antigénicas (Bevan,
1984).
La mayoría de la las células T alorreactivas reconocen al aloantigeno MHC y/o los
péptidos que une. Estas células suelen ser citotóxicas para el injerto y causan el rechazo agudo
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(Lechier cf aL, 1990). Un segundo grupo podría reconocer el aloantigeno indirectamente, por
ejemplo, tras ser procesado y presentado por las APC del huésped. Este subgrupo, con una
frecuencia de precursores sensiblementemás baja, podría ayudar a la producción de anticuerpos
anti-MHC del respondedor, mediando el rechazo crónico (Benichau cf aL, 1992; Fangmann cf
aL, 1992).
Nuestro laboratorio seha centrada en la respuesta alogénica anti-HLA-B27 paraanalizar
las interacciones I-LLA/péptido/TCR en la totalidad del espectro antigénico de esta molécula.
14.2.- EspecIficidad clonal de la respuesta alorreactiva anti-B2705 y anti-P2703: relaciones
antigénicas entre subtipos de HLA-B27.
El polimorfismo de HLA-B27 podría modular su antigenicidad, y consecuentemente su
relación con la espondilitis anquilosante, si las células T están implicadas en la patogenia de la
enfermedad. En nuestro laboratorio se abordó la cuestión de la relación antigénica entreB*2705,
el subtipo principal de HLA-B27, y otros subtipos mediante el análisis de la especificidad fina
de CTL alorreactivos. Se analizaron un total de 84 CTL anti~B*2705 de cuatro respandedores
no relacionados y 36 CTL anti.B*2703 de dos de estos respondedores (López ef aL, 1994). La
especificidad fina de los CI’L se determinó por medio de su análisis frente a un panel de LCL.
En el análisis de los CTL anti~B*2705 el subtipo que presentaba mayor número de reacciones
cruzadas era B*2703, ya que un 48% de los C’rL lo reconocían. Las subtipos menos reconocidos
en reacción cruzada fueron B*2704 (12%) y B*2706 (9%). Los subtipos de HLA-B27 se pueden
ordenar en función del número de CTL anti.B*2705 que los reconocen en reacción cruzada de
la siguiente manera: B*2705> B*2703> B*2702> B*2701> B*2704> B*2706.
En el análisis de Cli anti~B*2703 destaca el elevado porcentaje de CI’L que reconocen
a B*2705. Lo que significa que la gran mayoría de los epitopos aloespecíficos de Bt2703 están
presentes en B*2705. Como el porcentaje de C~L anti.B*2705 que reconocen en reacción
cruzada B*2703 es significativamente menor que el porcentaje de CTL anti~B*2703 que
reconocen en reacción cruzada a B *2705, se puede concluir que hay más epítopos aloespeolficos
de B*2705 ausentes de B*2703 que la situación inversa. Una posible explicación a esto es que
el cambio His59 en B*2703 disminuye la estabilización del grupa amino-terminal del péptido
unido, Por lo tanto, muchos péptidos se unirían a B*2703 con una afinidad significativamente
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menor que a B*2705 o incluso podrían no unirse. Solamente un 22% de los CTL anti B”’2703
no reconocen en reacción cruzada a B*2705, lo que significa que laHis59 origina pocos epitopos
nuevos. Esto implica que B*2703 es antigénicamente defectivo en relación a B*27a5, y
presumiblemente presenta, mayoritariamente, un subgrupo de los péptidos unidos a B*2705. La
aparición de nuevos epítopos en B*2703 se podría explicar por tres mecanismos: (a) algunos
péptidos que no se pueden unir a B*2705 podrían unirse a B*2703; (b) un misma péptido podría
adoptar diferentes conformaciones en función del subtipo que lo presenta; (c) La His59 podría
generar, por si misma, algún cambio antigénico péptido-independiente. Usando mutantes
puntuales de B*2705 se obtuvo más evidencia de las diferencias en el alorreconocimiento de
HLA-B27 entre CTL anti~B*27O5 y anti.B*2703 (Villadangos ef aL, 1994a). Los cambios en los
residuos 167 y 171, en la subeavidad A, afectan menos a los CTL anti.B*2703 que a los CTL
anti~B*2705, Por el contrario, el cambio Met por 01u45, en la subcavidad B, que es crítico para
el anclaje del motivo Arg2 que comparten los péptidos unidos a HLA-B27 (Madden etaL, 1992),
afecta más radicalmente a CTL anti~B*2703. Estos resultados indican que los CTL anti~B*27O3
son menos dependientes de la estructura de la subcavidad A, y sugieren que el cambio en
B*2703 no solo altera la interacción de la subcavidad A can el extremo N-terminal del péptido,
sino que también refuerza la interacción de la Arg2 can la subcavidad B.
El fenotipo HLA podría condicionar el repertorio de células T en cada individuo
(Akolkar cfaL, 1993) y por consiguiente podría condicionar la respuesta aloespecífica individual.
Por tanto, se planteó la posible existencia de diferencias en las respuestas anti-HLA-B27. Los
cuatro respondedores analizados se pueden emparejar en función de las similitudes en sus
respuestas anti~B*27O5. Así, mientras en dos respondedores (PA y DL) no se encontraron CTL
que reconocieran en reacción cruzada a B*2704 o B*27a6, en otros dos (GM y SR) un elevada
porcentaje de CTL reconocía a uno o ambos de estos subtipos. Las diferencias observadas en
la especificidad fina en las respuestas anti~B*2705 se correlacionan con el haplotipo de clase 1
de cada respondedor, y en particular con el dimorfismo Val/Glu de la posición 152 de las
antígenos HLA-B. PA (HLA-B35, 39) y DL (HLA-B39, 44)tienen Val 152 y las únicas reacciones
cruzadas que presentaban sus CTL anti~B*2705 eran con los subtipos que tienen Val152 (Bt27O1
a B*2703). Por el contrario GM (HLA-B7, B8) y SR (JiLA-B7, B44) tienen respectivamente un




presentaban reacciones cruzadas con subtipos con VallS2 (B*2701 a B*2703) y 01u152 (B*2704
y B*2706) (López efaL, 1994).
También se estudió la estructura de los epitopos específicos de HLA-B27 reconocidas
por los CTLanti~B*2705. Para ello se analizaron 27 CTL anti~B*2705 de los respondedores DL,
GM y SR con mutantes de B*2705 que presentan cambios en distintos residuos de las
subcavidades del sitio de unión de antígeno (Villadangoscfal, 1994a). Se observó que cualquier
mutación alteraba el alorreconocimiento y que esta alteración secorrelacionaba, en gran medida,
con el efecto esperado de la mutación en la presentación de péptidos. Determinadas mutaciones
producían diferentes efectos en CTL procedentes de distintos respondedores, lo que sugiere que
cada individuo responde preferentemente a epitopos con una estructura determinada. Por
ejemplo, en los CTL del respondedor 3M la mutación D-.Y116 tenía un gran efecto, mientras
la L-.A81 era irrelevante, lo que sugiere que respondían preferentemente contra epítopos que
implicaban péptidos con un grupo C-ternúnal que necesitaba para su estabilización Aspli6 y no
Leu8l en la subcavidad dF. Como el residuo Asp1l6 se encuentra en la mayoría de los subtipos
de HLA-B27, esto explicarla el amplio patrón de reacciones cruzadas en este respondedor con
los distintos subtipos de un número relativamente elevado de sus CTL. En el respondedor SR
se observó el efecto contrario. Los CTL de este respondedor reconocerían epitopos con residuos
C-terminales más cortos o no polares, que serian menos dependientes de AspI lGy más sensibles
a cambios en el residuo 81 (Madden cf aL, 1991). Esto sugiere que los CTL alorreactivos de los
respondedores GM y SR muestran preferencias por diferentes grupos de péptidos. Los CTL del
individuo DL reconocen principalmente epitopos muy dependientes de la estructura intacta de
B*2705 porque cualquier mutación tiene un gran efecto sobre el alorreconocimiento en este
respondedor. Esto explicarla que los CTL de este individuo presenten pocas reacciones cruzadas.
Las características estructurales de los epítopos alorreactivos de FILA-B27 reveladas en
los estudios con mutantes han de interpretarse de acuerdo a nuestro conocimiento de las
estructura de los complejos HLA + péptido reconocidos por los CTL. A la estructura de los
determinantes antigénicos contribuyen tanto la molécula del aloantigeno como las diferentes
péptidos a ella unidos (Clayberger ef aL, 1987; Marrack y Kappler, 1988; Songcf aL, 1988; Heath
cf aL, 1989; Heath ef al, 1991; Rojo cf aL, 1991; Sherman y Cattopadhay, 1993). Existe evidencia




los estrictamente específicos de péptido a los que reconocen motivos comunesa varios péptidos,
ya los péptido-independientes (Falk elaL, 1991; Jardetzky cIa)., 1991; Rótzschke el aL, 1991).
Un ejemplo de estos últimos en la respuesta anti-HLA-B27 lo constituye el CTL anti-
HLA~B*2704 64.8P (Jaraquemada cf aL,1988). Este CTL reconoce todos los subtipos de B27
que presentan cambios en la subcavidad C/F de la molécula y los mutantes con cambios en esta
zona. Sin embargo, no reconoce B*2703, que tiene un cambio en la subcavidad A, ni los
mutantes con cambios en las subcavidades A y B (Jaraquemada cf aL, 1988; Villadangos cf aL,
1994b). Esta distribución espacial, daramente delimitada, de los cambios en la molécula de
HLA-B27 que afectan el reconocimiento por este Cli, sugieren que no presenta especificidad
para ningún péptido particular, aunque la integridad estructural de la región de la molécula
implicada en la interacción con la porción N-terminal de los péptidos es crítica, La
independencia de péptido de este CTL se confirmó ya que fue capaz de lisar los transfectantes
HLA-B27” en las células murinas RMIA-S, deficientes en TAP (Villadangos cf a)., 1994b). Esta
lisis se inhibía con anticuerpos anti-HLA-B27, lo que indicaba que no era restringida por H-2,
y su eficiencia dependía solamente de los niveles de expresión de HLA-B27. Estos resultados
indican que el reconocimiento de HLA-B27 por el CTL 64.81> es péptido independiente, o
requiere péptidos con el extremo N-Éerminal conservado. Además sugieren que el TCR de este
CTL reconoce HLA-B27 con una topología inusual, que implica solo uno de los extremos del
sitio de unión de péptido. Este CTL se aisló en condiciones en que la respuesta anti~B*27O4 fue
muy baja, posiblemente por la carencia en este antígeno de epitopos inmunadaminantes de
HLA-B27 a los que el respondedorpudiera responder vigorosamente (Jaraquemada elaL, 1988).
Ello sugiere que los CTL alorreactivos independientes de péptido son excepciones.
1.5.- RepertorIos de TCR implicados en respuestas especifIcas de péptido y en alorreactivídad.
Se admite que las regiones hipervariables de los segmentos Va y Vji del TCR, que se
denominan CDR1 y CDR2 (región determinante de la complementariedad) por analogía con
las inmunoglobulinas, interaccionan principalmente con la proteína del MHC. Las regiones
formadas por los segmentos Na/N+Dji y parte de los segmentos Ja y Jji se denominan CDRS
y se piensa que interaccionan principalmente con los péptidos unidos al MITO (Chothia eta).,







líneas generales, la contribución de los segmentosV y de las regiones de unión a la especificidad,
no es independiente. Por ejemplo, en la respuesta de células T a variantes de péptidos que
difieren en residuos que afectan al reconocimiento por células T pero no a la unión al MHC,
se usan TCR con cambios recíprocos en el CDRS, lo que sugiere la interacción directa de estas
regiones con el péptido (Jorgensen cf a)., 1992). Sin embargo, también se observa en ocasiones
el uso de un reducido número de segmentos V~, lo que indicaría la contribución de estos
segmentos a la especificidad de péptido. En algunos casos el uso restringido de segmentos V es
debido a la presencia de determinados residuos en el extremo C-terminal del segmento, que de
hecho forman parte de la región CDR3 y contribuyen a la especificidad de péptido (Jorgensen
et al., 1992). Sin embargo las regiones CDR1 y/o CDR2 también pueden contribuir a la
especificidad de péptido. Por ejemplo, mutaciones en el CDR1 de V~ anulan el reconocimiento
especifico en un receptor que reconoce diversos péptidos presentados por I~Ek (Patten el aL,
1993). Estos resultados no implican necesariamente una interacción directa de CDRI y/o CDR2
con el péptido antigénico, pero sugieren que la integridad estructural de estas regiones se
requiere para una interacción efectiva de CDR3 con el péptido.
En las respuestas restringidas especificas de péptido se observa, en general, una
heterogeneidad restringida en los segmentos V y J, y en las regiones CDRS (Casanova y
Maryanski, 1993). Sin embargo hay excepciones. Por ejemplo, en C~L específicos de un péptido
de Plasmodium beghei restringido por H~2Kd se ha encontrado una alta diversidad de TCR
(Casanova eta)., 1991). Algunas respuestas especificas de péptido restringidas par clase II son
también muy diversas (Haberman eta)., 1990; Taylor cf aL, 1990; Boitel cf aL, 1992). En estas
respuestas es el péptido presentado el que está determinando principalmente la respuesta, por
lo que el uso de segmentos del TCR estaría restringido por las características estructurales del
péptido presentado.
En las respuestas alorreactivas, debido a la heterogeneidad clonal y al elevado número
de péptidos endógenos implicados, se esperaría una gran diversidad de TCR. Sin embargo se ha
observado un uso aparentemente no aleatorio de segmentos V~ en clones de célula T específicos
de ~ (BiII cf aL, 1989) o DR4 (Goronzy el aL, 1993) y en linfocitos de infiltrados de
aloinjertos (Hall cf aL, 1993; Shirwan cf a)., 1993), sin restricciones en N+D0 o J~. Se ha
estudiado mucho menos el uso de segmentos de la cadena « y generalmente se ha encontrado
Introducción 17
una gran diversidad Va, Ja y Na (Bill efe)., 1989; Geiger eta)., 1991; Hurley el aL, 1993). En
la respuesta alogénica contra HLA-B35 se ha observado el uso de regiones CDRS similares en
las cadenas « y ¡~ (Steinle cf aL, 1995). En algunas respuestas alorreactivas, por tanto, parece y
existir una selección de segmentos V~. Estas respuestas, al ser la molécula presentadora
diferente a las propias, están dirigidas contra epitopos que implican tanto la molécula
presentadora como el péptido presentado. La variabilidad en el repertorio de TCR indica que
el número de epitopos distintos en esta respuesta es pande. Por tanto, al no haber un péptido
antigénico único o mayoritario, el sesgo en V~ es probablemente por motivos estructurales en
las regiones CDR1 y CDR2 y podría estar determinado por la molécula de aloantigeno. 4
18
2.- OBJETiVOS
El objetivo de este trabajo es determinar la estructura de las cadenas a y II de TCR
expresados en clones citotóxicos alorreactivos anti-HI..A-B27 de especificidad fina conocida, para
establecer las reglas que gobiernan la selección del TCR en el alorreconocimiento de este
antígeno y en concreto:
1.- Los patrones de uso de segmentos Va, Ja, VB y JB.
2.- La naturaleza, diversidad y características estructurales comunes en las regiones de
unión Va-N-Ja y VB-N-D~-N-Ji3.
3.- La relación entre especificidad fina y estructura de los TCR anti-HLA-B27.
4.- La posible relación entre las características estructurales de TOR anti-B27 y el
fenotipo HLA del respondedor,
5.- Las similitudes y diferencias en el uso de TCR entre respuestas alorreactivas a
distintos subtipos de HLA-B27 (B~27O5 y B*2703).
Estos objetivos se desarrollaron:
1.- Determinando la estructura de TCR de clones citotóxicos anti-
B*2705, obtenidos en individuos HLA-B27 negativos, de distintos
fenotipos HLA.
2.- Determinando la estructura de TCR de clones citotóxicos anti-






3.- MATERIALES Y MÉTODOS
3.1.- Clones de célula T citotóxicas y lineas celulares.
Se analizaron CTL anti~B*2705 de los donantes GM (lILA-Al, 24; B7, 8; DRí, 3> y SR
(HLA-A3, 29; B7, 44; DR2, 7) y clones de CTL anti.B*2703 de los donantes DL (HLA-A29, 31;
B39, 44; DR7) y GM (Tabla 1). Su aislamiento y la caracterización de su especificidad fina han
sido previamente descritos (López cf aL, 1994). Como control se analizaron, de los mismos
individuos, clones de células T no-anti-B27, no seleccionados por otros criterios.
3.1.1.- Líneas linfoblastoides B <LCL).
3.1.1.1.- CondIciones de cultivo.
Como células estimuladoras de los CTL se utilizaron las LCL B*2705+ R69, LG15 y RiS
y las LCL B*2703+ LAR y CH. El fenotipo HLA de estas lineas se muestra en la Tabla 1. Se
crecieron en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con L-GIn 2mM, tampón JiEPES
(OIBCO) 25mM, y 10% de suero de ternera fetal (FCS) (GIBCO) previamente inactivado
durante 3omin a 560C. Se crecieron en ausencia de antibióticos en estufa a 37C, 5% de CO2
y 95% de humedad relativa.
3.1.1.2.- CongelacIón y descongelaclón de LCL.
Para su congelación se centrifugaron al menos 1 x 10’ células y se resuspendieron en 0,1
a 0,4 ml de medio completo. El medio de congelación está compuesto por 40% de RPMI 1640,
40% de FCS y 20% de dimetilsulfóxido (DM50) (Merck). Se añadió, gota a gota, un volumen
igual al de resuspensión (0,1-0,4 mí) de medio de congelación. La mezcla se transfirió a viales
de congelación que se mantuvieron durante 3 a 6 horas a .7Q0 C. Pasado este tiempo, los viales
se transfirieron a un contenedor de N2 líquido, donde se almacenaron.
El proceso de descongelación consistió en añadir, gota a gota, de 1 a 2m1 de medio de
cultivo completo previamente atemperado a 37
0C. Esta mezcla se añadió a un tubo estéril que
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‘DL (HLA-A29, 31; B39, 44; DR2,
B7, 44; DR2,7).
2 R69 (lILA-AS, 24; B*2705, 7; Dlii, 5), LG1S (HLA-A32; Bt2705; DRí) y RuS (HLA~Á..AS;
B*2705, 35) para CTL anti~HiLA~B*27O5, y CH (HLA-AS1, 32; B’2703, 18; DR8, 11), y LAR
(HLA-A23, 31; B*2703, 53) para C~L anti~HLA~B*27O3.
Nombre genérico de los clones de CTL de cada clonaje.
7), GM (HLA-AX, 24; B7, 8; DR 1, 3), y SR (HLA-A3, 29;
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contenía otros 9m1 del mismo medio, Se centrifugó durante Smin a SOOxg. Se ellininó el
sobrenadante, eliminando así el DMSO, y el sedimento celular se resuspendici en medio
completo, a una concentración de 3-5 x ío~ células/ml. Se transfirió el volumen a un frasco de
cultivo (Costar) y se mantuvo a 3VC, 5% de CO2 y 95% de humedad relativa,
3.1.13.- Ensayo de detección de nilcoplasmas en cultivos celulares.
Se siguió un método comercial, el “Mycoplasma T. C. rapid detection system” (Gen-
Probe), basado en la hibridación específica con una sanda de DNA tritiada, complementaria del
RNA ribosómico de múltiples especies de micoplasmas.
Se partió de lOmí de sobrenadante de cada línea celular, Se centrifugaron a 1O.OOOxg
durante iSmin, desechándose los sobrenadantes. Los precipitados se resuspendieron en 1,5m1
de PBS y se transfirieron a tubos eppendorf, centrifugándose posteriormente a 12.OOOxg durante
lOmin. Tras eliminar el sobrenadante, se añadieron, a cada muestra, 200pI de la solución que
contiene la sonda tritiada, se agitaron e incubaron en un baño a 72
0C durante 2 a 3 horas.
Como controles se prepararon dos tubos con 200pl de la sonda y 50¡il, respectivamente, de las
soluciones de control positivo y negativo. A continuación, los controles y las muestras, se
mezclaron con SmI de una suspensión de separación, compuesta por hidroxiapatito, y se
transfirieron a un vial de centelleo liquido (Beckman). Se agitaron y seincubaron durante Smin
a 720 C. Pasado este tiempo, se volvieron a agitar los viales y se centrifugaron a SOOxg durante
imin. Se desecharon los sobrenadantes y se lavaron dos veces los precipitados con SmI de
solución de lavado. Alos precipitados resultantes se les añadió SmI de liquido de centelleo, y se
determinó la radiactividad incorporada por las muestras en un contador 1~ (Wallac 1409).
Para determinar la actividad total de la sonda radiactiva se centrifugaron Smi de
suspensión de separación a SOOxg durante imin, eliminándose el sobrenadante. Se añadieron
SOpI de sonda y SmI de liquido de centelleo, se agitó y se determino su radiactividad.
El porcentaje de hibridación de cada muestra se calculó aplicando la siguiente fórmula:
% de Hibridación = (CPM Muestra ¡ CPM Total ) x 100
Se consideró que una muestra estaba contaminada por micoplasmas si el porcentaje de
hibridación era superior al 0,4%, siempre que los controles positivo y negativo presentaran un
porcentaje de hibridación superior al 30% e inferior al 0,2%, respectivamente.
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3.1.2.- Clones citolítícos de célula T.
3.12.1.- Condiciones de cultIvo.
Los medios de cultivos para linfocitos T fueron similares a los de cultivo de LCL excepto
que se suplementaron con un 10% y/y de mezclas de sueros humanos en vez de FCS, y que el
medio no contenía tampón HEPES.
El suero humano AB comercial (DAA) se ultracentrifugó a 20.OOOxg durante lb a
temperatura ambiente y el sobrenadante, libre de lípidos, se congeló en alícuotas de lOml a -
200 C.
3.1.21.- Aislamiento de células mononucleares de sangre perIférIca (PBMC).
Se aislaron a partir de sangre periférica heparinizada, de donantes sanos, extraída en
condiciones estériles. La sangre se diluyó en un volumen igual de RPMI 1640 y 7m1 de esta
mezcla se depositaron cuidadosamente sobre 3m1 de la solución “Lymphoprep” (Nycomed
Pharma) en tubos estériles de lOmí. Los tubos se centrifugaron durante 20min a SOOxg y a
temperatura ambiente. Las células mononucleares se recogieron de la interfase y se lavaron das
veces en RPMI 1640. Las células se resuspendieron en RPMI 1640 suplementado con un 10%
y/y de suero humano y L-GIn 2mM (medio de cultivo de linfocitos).
3.123.- CongelacIón y descongelación de PBMC.
El proceso fue similar al de LCL, excepto que en la preparación del medio de
congelación se sustituyó el FCS por suero AB humano.
3.1.2.4.- CongelacIón y descongelación de clones de célula T.
Cuando un determinado clon estaba suficientemente crecido, se transfirieron 1(>Oi¡l de
un pocillo a un vial de congelación y se añadió una cantidad igual de medio de congelación de
linfocitos (40% de RPMI 1640, 40% de suero humano AB, y 20% de DMSO). Elvial se mantuvo
de 3 a 6 horas a -700C y posteriormente se transfirió a un contenedor de N2 líquido, donde se
almacenó.
Para su descongelación se añadió, gota a gota y agitando suavemente, lml de medio
completo de cultivo de linfocitos, hasta homogeneizar la mezcla final. Esta mezcla se repartió
en 10 pocillos de una placa de 96 de fondo en U (Costar), donde con anterioridad se habían
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añadido 200pl de una mezcla de LCLestimuladoras yPBMC alogénicas previamente irradiadas,
Las LCL se irradiaron 7.000 rads y las PBMC a 5,000 rads. Las placas se mantuvieron a 3VC,
5% de CO2 y 95% de humedad relativa.
32.- AmplIficacIón específica de las cadenas del TCR.’ estrategia general.
Este método (Bragado cf aL, 1990; Lauzurica cf aL, 1992) fue diseñado para obtener la
secuencia de las cadenas del TCR de linfocitos T monaclonales. Se basa en la amplificación
específica de los cDNA correspondientes a las cadenas « y ~ del TCR.
El primer paso fue la obtención del RNA total. A continuación, para la obtención de los
cDNA específicos se usaron oligonucleótidos específicos de las regiones Ca o
respectivamente, como iniciadores de le reacción de la transcriptasa reversa. El paso siguiente
fue la amplificación específica de los cDNA « y ~ del TCR. Para la reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) es necesario tener dos oligonucleótidos iniciadores, uno en el externa 5’ y
otro en el extremo 3’. El extremo 5’ del receptor corresponde a los segmentos V. Cuando se
inició la realización de esta tesis las secuencias conocidas de las segmentos V« (58 secuencias)
se habían agrupado en 22 subfamilias y las de los segmentos VII (76 secuencias) en 20
subfamiias, de forma que los miembros de una misma subfamilia tenían entre si al menos un
75% de homología en su secuencia de nucleótidos (Wilson cf aL, 1988). Por tanto, se diseñaron
ollgonucleótidos específicos para cada subfamilia Va y Vp. El criterio de selección fue el
siguiente: el oligonucleótido debía tener una secuencia común a todos los miembros conocidos
de la subfamilia correspondiente y debía ser suficientemente distinto de las demás subfamilias.
La comparación de secuencias y la búsqueda de los oligonucleótidos se hizo usando los
programas ‘Local” (Molecular Biolo~’ Computer Research Source) y “Pattern Matching” versión
4.3 para el sistema operativo MS Dos (DNA and Protein Sequence Analysis Programs) así como
el paquete informático “Wisconsin Package” versión 8.0 para el sistema operativo OpenVMS
(Genetics Computer Group, Inc.). Los oligonucleótidos específicos de una subfamilia
presentaban como mínimo 4 desemparejamientOs con respecto a la secuencia de los miembros
de otras subfamilias. Los oligonucleótidos de la región y son complementarios a secuencias de
la cadena no codificante, Los oligonucleótidos de la región C son complementarios a secuencias
de la cadena codificante. Este grupo de oligonucleótidos se denominó externo (V<E o V~E)
(Tablas 2y 3).
- - •lt.CCY.’• .!S’U~UMT ‘~.a3tur.W~
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3.2.1.- Als¡amiento de RNA.
Se extrajo RNA de 2-3x105 células de cada clon de CTL siguiendo el siguiente protocolo
(Maniatis cf aL, 1989).
Las células se centrifugaron 20s a 12.OOOxg para eliminar el medio de cultivo. - A
continuación se realizaron 2 lavados con lml de PBS cada vez. Se retiró el sobrenadante del
último lavado cuidadosamente, procurando que quedara el menor volumen posible de PES.
Las células se lisaron en 200pl de TSM (Tris-HCl O,1M pH 7,6, NaCí 0,15M y MgCI
2
0,002M), 0,5% de NP-40 y lOmM de vanadilribonuleótios (VRN), agitando en vórtel e
incubando la mezcla en hielo (0 a 50C) durante Smin. Tras la incubación se agitó la mezcla
durante unos segundos y se centrifugó imin a 4W y 12.OOOxg para precipitar los núcleos. Se
recuperó el sobrenadante en otro tubo eppendorfy se le añadió un volumen igual de TSE (Tris-
HCI 0,1M pH 7,6, NaCí 0,15M y EDTA 0,OOSM) con 1% de SDS.
A continuación se procedió a una serie de extracciones en fenol/cloroformo con un 0,1%
de p-mercaptoetanol, hasta que se eliminó la coloración oscura, lo que ocurre cuando los VRN
se han eliminado del medio. Normalmente se necesitaron de 5 a 10 extracciones. Tras esta serie
se realizó una última extracción con cloroformo.
Finalmente se precipitó el RNA añadiendo 1:20 de acetato sádico 3M pH 5,5 (0,1SM
final) y 2,2 volúmenes de etanol absoluto, incubando lh. a -70W. Después, se centrifugó 30mb’
a 12.OOOxg y a 40 C. El precipitado se secó al vacio, se resuspendió en 400pl de acetato sádico
0,15M y se añadieron 880pl de etanol absoluto, para una segunda precipitación. Tras centrifugar
y secar como en la primera precipitación, se resuspendió en 2%l de H
20 de RNA.
Las soluciones usadaspara la extracción de RNA se prepararon en 1120 de RNA, o H20
tratada con un 0,1% de dietilpirocarbonato durante 24h a temperatura ambiente y
posteriormente autoclavada. Este producto es un potente inhibidor de las ribonucleasas.
322.- ObtencIón de cDNA.
El cDNA de las cadenas « y [1delTCR fue sintetizado a partir de dos alícuotasdistintas,
una para cada cadena, procedentes de la misma extracción de RNA, utilizando el “Reverse
Transcription System” (Promega) según las indicaciones del fabricante:
La reacción transcurrió durante lb a 42
0C en 2%l de mezcla con MgCI
2 SmM (‘Ipl de
25mM), lx tampón de transcriptasa reversa (Tris-HCI lOmM pH 8,8, ¡CCI SOmM y 0,1% de
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Tritón X-100) (2~tl de lOx), lmM de cada dNTP (2pl de lOmM), 15u de la transeriptasa reverasa
del AMV (O,Spl), 20u del inhibidor de las ribonucleasas “rRNasin” (Promega) (O,51L1), la mitad
del RNA procedente de una extracción (aprox. lpg) (9pl) y 1pM de oligonucleátidos iniciadores
Ca-específicos (CaE) o Cfi-específicos (CfiE), respectivamente (2pl) (Tablas 2 y 3).
Al finalizar el tiempo de reacción el producto de la misma se calentó a 9? C durante
Smin, y posteriormente se incubó en hielo (0 a 50 C), para inactivar la transeriptasa reversa y
mantener el cDNA sintetizado separado del RNA que sirvió de molde.
323.- PCR específica.
Para la amplificación específica de la cadena a o fi del receptor se hicieron tantas
alícuotas como oligonucleótidos de subfamilias « o fi teníamos (24 en a para 22 subfamilias, ya
que hay dos para la subfamilia 1 y la 4, y 20 en fi). Cada una de estas alícuotas se sometió a
PCR usando como iniciadores el oligonucleótido CaE o CfiE en todas ellas como
oligonucleótido 3’ específico y el oligonuclecitido V«E o VflE correspondiente de cada una de
las subfamilias como oligonucleótido 5’ especifico (Bragado et aL, 1990; Lauzurica cf aL, 1992)
(Tablas 2 y 3).
Apartir del cDNA a o del cDNA fi se prepararon las mezclas de reacción que luego se
alicuotaron. La mezcla para la reacción de fi contenía, además del fi-cUNA, lx tampón de Taq
(Tris-HCI lOmM PH 8,8, KCI 5OmM y 0,1% de Tritón X-100), MgCI
1 1,5mM, 200pM
de cada dNTP, 1pM de CflEy 1,25u/tubo de reacción (SOpí) de”Taq DNA Polymerase (Storage
Buffer A)” (Promega). La concentración final de cada oligonucleótido VflE en cada
alícuota fue 1pM.
La mezcla para la reacción de a fue idéntica a la de fi salvo en las siguientes
modificaciones: los oligonuclecitidos V«E y el oligonucleótido CaE se usaron a una
concentración final de 0,SpM y se añadió a la mezcla (tsu/tubo de reacción de “Perfect Match”
(Stratagene), reactivo que disminuye reacciones cruzadas de los oligonucleótidos iniciadores de
la reacción, aumentando la especificidad de las hibridaciones.
En ambos casos, tras añadir los distintos componentes excepto el enzima, la mezcla de
reacción (l.35Opl en « y 1.lOOpl en fi) se calentó a 950C durante 5mb’ y se incubó
posteriormente Smin en hielo (0 a 40C). Se añadió entonces el enzima, se mezcló bien y se
procedió a repartir dicha mezcla en cada uno de los tubos (47,5pl por tubo en a ó ‘$5 pl por tubo
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CaE CTTGTCACTGGATTTAGAGTC Caí CAGCTGGTACACGGCAGGGTC
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C5E TTTTGGGTGTGGGAGATCTC 05! TTCTGATGGCTCAAAOAC
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en fi), donde previamente se alicuotaron los oliganucleótidos VE (2,5¡ál de VaE 10pM 6 Sp’
de VflE 10pM). Sobre la mezcla de reacción se añadieron unas gotas de aceite mineral para
evitar la evaporación durante la reacción de PCR.
Los programas usados en las amplificaciones fueron:
- Para la cadena fi, 30 ciclos a las siguientes condiciones
1mb’ a 950C, para desnaturalizar,
Imin a 390C, para hibridar,
imin a 720C, para elongar.
y un ciclo final con imin a 950C, 3mb’ a 390C y 7min a 720C.
- Para la cadena a la única diferencia estaba en la temperatura de hibridación, que fue
420C.
El termociclador utilizado fue el “Programmable Thermal Controller, PTC-lOO” (MJ
Research, Inc.)
32.4.- Identificación de las subfamílías amplificadas.
32.4.1.- Geles de agarosa analíticos.
Tras eliminar el aceite mineral, alícuotas iguales (habitualmente de 9pl) de cada tubo,
correspondiente a una subfamilia, se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%
(Agarose D-1 LE, Hipanagar) en lxTAE (Tris-acetato 4OmM pH 8, EDTA lmM) con 114/ml
de bromuro de etidio. El tampón de carga contiene 0,01% de azul de bromofenol, 0,01 % de
xilencianol, Na
2EDTA 0,0 1M, 0,1% de SUS y 5% de glicerol, y se utilizó en una proporción 1:11)
(ipí). Como marcador de peso molecular se utilizó el “lKb DNA ladder” (BRL) que se resuelve,
en nuestras condiciones de electroforesis, los siguientes tamaños: 142/ 154bp, 200/220bp, 298bp,
344bp, 394bp, 506/Sl6bp, 1.Ol8bp, 1.635bp, 2.036bp y 3.054bp. Habitualmente, debido a la baja
cantidad de DNA inicial que se usó en cada una de las alícuotas sometidas a amplificación, la
banda teñida con bromuro de etidio no fue visible. También, en ocasiones, aparecían bandas
inespecíficas. Por tanto se transfirió el DNA del gel a una membrana y se hibridó con una sonda
específica.
3242.- Soutbern blot.
El análisis de la especificidad delDNA presente en gelesde agarosa, se realizó mediante
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Southern blot (Maniatis et aL, 1989), que consiste en la transferencia del DNA a filtros
adecuados y su hibridación con sondas especificas. En nuestro caso usamos la transferencia
alcalina a membranas “Z-probe or (Biorad).
Dos trozos de papel Whatman 3M previamente humedecidos, se colocaron en una
superficie horizontal en contacto con un reservorio de NaOH 0,4M, como tampón de
transferencia. Se colocó el gel de agarosa, con los pocillos hacia abajo (el DNA recorre así
menos camino através de la agarosa), sobre la doble tira de papel Whatman 3M, y sobre el gel
se colocó una lámina de “Z-probe or humedecida. Sobre esta lámina secolocaron das de papel
Whatman 3M y sobre éstas, servilletas de papel para absorber la solución de transferencia.
Habitualmente se transfirió durante la noche, aunque el tiempo de transferencia mfnñno sería
de 4h.
La membrana se lavó en 2xSSC (1xSSC = NaCí 0,1SM, citrato sódico O,015M) a T
ambiente. Se prehibridó en una solución 5xSSPE (IxSSPE = NaCí 0, 18M, Na2HPO4 lOmM pH
7,4 y EDTA lmM), l0xDenhardt (lxDenhardt = 0,02% Ficoil, 0,02% polivinil pirralidona y
0,02% de albúmina sérica bovina), 0,1% de SDS y 40pg/ml de DNA de esperma de salmón. El
tiempo de prehibridación osdiló entre 30mb’ y lh. Transcurrido este tiempo se eliminó la
solución de prehibridación y se añadió la de hibridación. La única diferencia en la composición
de ambas soluciones, aparte de la sonda marcada, es que la solución de hibridación es
SxDenhardt. Se prehibridó y se hibridó 5
0C por debajo de la temperatura media de fusión (Tm)
de la sonda utilizada. En la hibridación se utilizaron como sondas especificas oligonucícótidos
marcados con [~P]dATP(punto 2.2.4.3), correspondientes a la región C, más internos que los
usados para la amplificación (Cal o CfI) (Tablas 2 y 3). La Tm se calculó usando la fórmula
Tm = 4(G+C)+2(A+T). La Tm del oligonucleótido Cal (Tabla 2) es 706C y la del CfI (Tabla
3) es 52C, por lo que se prehibridó e hibridó a 65C y a 47C respectivamente. La reacción
de hibridación duró un mínimo de 3h.
Tras este tiempo seeliminó la solución de hibridación y se procedió a lavar la membrana.
Se hicieron tres lavados de 2Omin en 6xSSC a T ambiente. El cuarto y último lavado se hizo a
la temperatura de hibridación durante 3min. Las bandas específicas se localizaron mediante
autorradiografia usando películas Kodak X-Omat 5 con pantallas amplificadoras Okamoto bis
a -700C.
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3.2A3.- Marcaje radiactivo de oligonucleótídos.
Los oligonuclecitidos (1pM final) se marcaron en un volumen total de 20311 con 4OpCi
de y-[~P]-dATP de actividad específica de 3.OOOpCi/mmol (Ainersham) en su extremo 5’ con
T4 polinucleótido kinasa (Boehringer Mannheim). Los nucleótidos no incorporados se
eliminaron absorbiendo la mezcla de reacción en un papel Whatman DE81 y lavando este papel
con el tampón “low-salt” (Tris-HCI 2OmM pH 8, BUTA lmM, NaCí 0,1M). El oligonuclecitido
marcado se eluyó mediante lavados con el tampón “high-salt~ (Tris-Ecl 2OmM pH 8, BDTA
lmM, NaCí IM), hasta completar un volumen de 1.200311. La mitad se añadió a lOml de la
solución de hibridación.
3.3.- Secuencíaclón del material amplificado.
33.1.- PurIficación del fragmento amplIficado.
Tras la identificación de la subfamiia, el resto del producto de la POR del tubo
correspondiente se extrajo dos veces con fenol/cloroformo y una con cloroformo. El DNA
purificado se precipitó añadiendo 2Opl de acetato sódico 3M PH 5,5 y SOOpl de etanol absoluto
e incubando lh. a ~70ÓC,Después se centrifugó 30mb’ a 12.OOOxg a 4~C,
El precipitado se secó al vacio y se resuspendió en 9pl de H20 y ipí del tampón de carga
(ver 2.2.4.1). Esta muestra se sometió a electroforesis en gel de agarosa debajo punto de fusión
(NuSieve OTO, FMC) al 2%, en las mismas condiciones y con los mismos marcadores de peso
molecular que en el apartado 2.2.4.1. Tras esto, se procedió a cortar la banda de DNA
visualizada por el bromuro de etidio. En ocasiones la cantidad de DNA fue tan baja que no se
visualizó en bromuro de etidio. Entonces, con ayuda de los marcadores de peso molecular, se
cortó la zona del tamaño donde hibridó la sonda específica.
332.- Amplificación asImétrica.
Con esta técnica (Oyllensten y Erlich, 1988; BUí a aL, 1989) se generó un DNA de
cadena sencilla a partir del DNA amplificado de los TOR, para su secuenciación directa. Para
ello fue necesario seleccionar un nuevo grupo de oligonucleótidos Va, Vfl, Ca y Cfi. Son los
oligonucleótidos V«I/VflI y Cal/Cfi (Tablas 2 y 3). Estos oligonucleótidos hibridan en
posiciones más 3’ que los VaE o VflE específicos de cada subfamilia y más 5’ que los CaE y
CflE. Estos oligonuclecitidos fueron elegidospara que hibridaran con todos los miembros de una
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misma subfamiliapero no específicamente porque en esta etapa no hay posibilidad de reacciones
cruzadas.
Para conseguir DNA monocatenario, el DNA amplificado, se sometió a una nueva PCR
asimétrica. Para ello se hicieron dos alícuotas, una para amplificar la cadena (+) y otra para
amplificar la cadena (-). Para generar la cadena (-) se utilizó una proporción 100/1 de los
oligonucleótidos CI/VE mientras que para sintetizar la cadena (+) se utilizó una proporción
100/1 de los oligonucícótidos VI/CE.
En la práctica, se prepararon dos reacciones de PCR (A y B) en las mismas condiciones
que en el punto 2.2.3, pero con las siguientes diferencias:
(a) el volumen de reacción fue en ambos casos de lOOpl.
(b) Se añadió a ambos tubos de 2 a 4 pl de agarosa fundida (cortada coma se describe
en el punto 2.3.1) como DNA molde para la reacción.
(c) Las concentraciones finales de los oligonuclecitidos fueron lOnMde VaE/VPE frente
a 1pM de CaI/CPI para la reacción A (cadena -) y 1pM de VaI/VPI frente a lOnM de
CaE/CflE para la reacción E (cadena +).
333.- PurifIcación de los productos de la segunda PCL
La amplificación se comprobó mediante electroforesis en gel de agarosa (punto 2.2.4.1).
El resto del producto de la PCR de esa subfamilia se extrajo dos veces con fenol/cloroformo y
se completó con TE (Tris-HCI lOmM PH 8, EDTA lmM) hasta un volumen final de 400pl.
Para separar el producto de la PCR de los oligonucícótidos iniciadores y concentrar la
muestra, se cargaron los ‘tOOpl en un microconcentrador microcon-SO (Amicon), se centrifugó
la muestra a 10.OOOxg y a 40C durante 15mb’, se eliminó el volumen inferior (filtrada < 304)00
de peso molecular) del microconcentrador y se añadieron 400311 de 1120 sobre la membrana.
Esta operación se repitió hasta un total de tres centrifugaciones. Tras esto, se invirtió el
microconcentrador, se añadieron lOpí de H
20 y se recuperó elconcentrado por centrifugación
a 2.OOOxg. La recuperación osciló entre 4 y 8pl. Un pl del material recuperado se corrió en un
gel de agarosa (punto 2.2.4.1) para comprobar el rendimiento, que habitualmente fue mayor
90%. Este fue el material de partida para la reacción de secuencia.
,5..ItLdfl..canm.
.prj. ~
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33A.- ReaccIones de secuencia.
La secuenciación de los productos de POR monocatenarios se realizó por el método de
los dideoxinuclecitidos (Sanger y Coulson, 1975), utilizando laversión 24) del kit de “Sequenase”.
Brevemente:
A) Hibridación de la mezcla:
7311 del producto de POR monocatenario
2pl de tampón de secuencia (Tris-HOI 200mM pH 7.5, MgCl2 25mM, NaCí
2SOmM)
ipí de oligonuclecitido iniciador 10pM (VaI/VflI o Ccd/C~I) (Tablas 2 y 3)
Se calienta de 3 a 5mb’ a 65
0C y se deja enfriar lentamente (aproximadamente
durante 30mb’) hasta menos de 35C para permitir la hibridación del iniciador.
E) Reacción de marcaje:
A la mezcla de hibridación se añaden:
ipí de DT~ 0,1M
2pl de mezcla de marcaje (1,5
31M dCTP, 1,SpM dGTP, 1,531M d1TP)
0,5 pl ~S-dATP(actividad 1.OOOCi/mmol)
2pl Sequenasa diluida (1,5u de sequenasa en Tris-HCI lOmM pH7,5, Dfl SmM
y 0,5 mg/ml de ESA)
Se realiza la reacción de marcaje durante 5mb’ a 240 C.
C) Reacción de terminación:
Se alicuotan, en 4 tubos, 2,Spl de cada una de las 4 mezclas de terminación
(8031M de cada dNTP, NaCí SOmM y 8pM del ddNTP correspondiente). A cada
tubo se le añade 3,5p1 de la reacción de marcaje y se incuban durante Smin a
400 C. La reacción se para añadiendo 4p1 de una solución de parada que contiene
un 95% de formamida, EDTA 2OmM, 0,05% de azul de bromofenol y 0,05% de
xilencianol.
Las reacciones de secuencia se guardan a ~20ÓChasta su carga.
Para resolver compresiones e inversiones se utilizaron los 7-deaza-dGTP derivados en
vez de el dOTP y el ddOTP en las reacciones de marcaje y terminación.
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33.5.- Electroforesís en geles de poliacrílamida.
Las reacciones de secuencia se resuelven en geles de poliacrilamida de O,4mm de grosor
y 40cm de longitud. La composición del gel es: 42% de urea, TEE (Tris-borato O,09M, EDTA
O,002M), 8% de acrilamida, 0,05% de persulfato amónico y 0,03% de TEMED. La electroforesis
se realiza a potencia constante de 45W, lo que da un voltaje que osdila entre 1500-2100V y una
intensidad de 3SmA en el tampón IxTBE. Tras la electroforesisis, el gel se seca sobre un papel
Whatman 3M al vacio a 80~C y se autorradiografía en películas X-Omat de Kodak
3.4.- Análisis estadístico.
Para el análisis estadístico del uso de segmentos génicos se utilizó el test de x2, de la
facilidad estadística “Astute” diseñada para la hoja de cálculo “Microsoft Excel” versión 4.0.
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4.- RESULTADOS
4.1.- RepertorIo de TCR en la respuesta alog¿nlca antl.B*2705.
4.1.1.- Análisis de la secuencla de las cadenas a y ~lamplIficadas.
Mediante PCR específica y secuenciación se caracterizó el TCR de 12 clonesanti~B*27O5
de especificidad fina conocida del respondedor CM (liLA-Al, A24; B7, 8; DRI, 3) y de 22 del
respondedor SR (HLA-A3, 29; E7, 44; DR2, 7) (Tabla 4). La frecuencia de las principales
especificidades clonales en esta respuesta fue analizada en un estudio previo (López et aL, 1994).
Estas frecuencias y las de los CT~L analizados aquí son muy similares. Por ejemplo, las
frecuencias de los patrones de reacción 1 (anti-B~2705), IV (anti-Bt27O5 + B*2703), y aquellos
que presentan reacción cruzada con 3 o más subtipos de HILA-B27 eran en CM 22%, 28% y
39% respectivamente (López et aL, 1994) y 17%, 33% y 50% en los clones de este donante
estudiados aquí. En SR eran 12%, 36% y 39% respectivamente (López etat, 1994) y 13%, 32%
y 40% en los estudiados aquí. Por tanto, nuestros resultados reflejan probablemente las reglas
generales del uso de TCR en las respuestas anti~E*2705 de estos individuos. De cada una de las
cadenas del TOR se secuenció parte del segmento V (de 33 a 198 bp, siendo la media 113 bp),
la región N/N+Dfl, el segmento Ja/JP, y la parte 5’ del segmento C«¡CP. La asignación de los
segmentos V se hizo en función del oligonucleótido iniciador especifico de subfamilia que lo
amplificó y de la posterior secuenciación. Esto permitió distinguir entre tránseritos correctos y
aberrantes. La ausencia de blancos en las PCR indicó que los oligonucleótidos iniciadores
hibridaban con la mayoría de los segmentos Va y Vfl más usados. En un caso (CCL 116.8GRK),
los iniciadores VaSE y V«8E amplificaron en reacción cruzada un tránscrito de la cadena a que
usaba Vaw24 (Tabla 4). En este CTL el tránscrito de la cadena p, que usaba el segmento
Vfl6GLPA, se amplificó con el primer Vfl8E y no con el VflÓE. En el resto de los casos los
tránscritos amplificados usaban los segmentos V que correspondfan a la especificidad nominal
de los iniciadores que los amplificaron, aunque de manera ocasional se observaron algunas
reacciones cruzadas: los oligonuclecitidos Va3, ValS y VpS amplificaron en reacción cruzada
Tabla 4. Uso de los segmentos génicos de las cadenas a y ~ del TCR en
tránseritos productivos de CTL antt-B *27OS~
CTL Patrón de Reacción
Subtipos Otros
Vc~ h.s. Jc~ V$ h.s. JjS Numew dc ~
alfa/beta
Resnondedor CM
1 I6.$ORK 5 w24 NA HAVTOI 6 1 2.7 L34738/L34720
17A2 5 54 3 I-IAVPOI 13 4 1.1 M87870/X51757
3IORK 5,3 19.1 2 HAVT33 ¡3.4 4 2.3 L34708/L34730
740RK 5,3 16.2 4 1’IAVP36 2 3 23 L34716/L34735
11.2 7 AC24 124715
5~42 5,3 14 3 101Ua12 ¡5.1 4 2.3 M87S69/X51791
OMí 5,3 22 4 PY14 3 4 2.7 M90479/X51796
58011K 5, 1,4 ¡2.1 3 1220RK 6.4 1 2.7 L34714/L34734
20.5ORK 5, 1,2,3, 6 14.1 3 HAVIQI 14 4 2.2 L34703/L34725
1220RK 5,2,4,6 BS6, 1361 14 3 1220RR 7.1 2 1.1 L34699/L34722
IOOORK 5,1,2,4, 6 B56, 1361 S.l 1 HAV1’OI 17.1 4 2.7 L34694/L34719
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8.1 1 2.1 L34698/L34721
i4 4 2.2 L34702/L34724
3 4 1.2 L34718/L34737
7 2 2.2 L34704/L,34726
5.4 1 1.6 L34706/L34728
3 4 2,1 L34700/L34723
3 4 2,1 L34709/L34723
3 4 2.1 L34701/L34723
¡4 4 1.1 L34717/L34736
14 4 1.4 L34710/L34731
3 4 2.1 L34695/L34723
18.1 1 2.3 L34705/L34727
17.1 4 2.7 L34713/L34733
124712
7 2 2.2 L34707/L34729




Los CTL con TCR idéntico aparecen agrupados. Los patrones de reacción clonales son de
López etaL,1994. La numeración de las subfamilias Va y de V~ 1 a V~16 es el de Wilson a aL,
1988. V~17 a V~20 están numeradas como en Toyonaga y Mak, 1987. Los miembros de cada
subfamilia se asignanaron cuando la secuencia parcial determinada era idéntica a un solo
miembro de la subfamilia correspondiente. Además de los especificados con número (Toyanaga
y Mak, 1987; Wilson et aL, 1988) otros miembros asignados son los siguientes: Vaw24 (Roman-
Roman et aL, 1991) en CTL 116.8GRK Va14.370RK (López el aL, 1993) en CTL SAZ
1220RK, y 37GRK/123.80RK V~6GLPA (Li eta, 1990) en CTL 116.80RK V~l3IORb16
(Ferradini eít aL, 1991) en CTL 17A2; Vp7H67.2 (Plaza caL, 1991), en cTL 21569 y 2SRZ. Los
segmentos Va2 de los CTL 1lSRY/4OSRY y 33S69 son diferentes, pero no se puede asignar el
miembro de subfamilia exacto en base a la secuencia parcial determinada. Los segmentos V
están clasificados en subgrupos de homología (h.s.) (Chothia etaL, 1988). Estos incluyen aquellas
subfamilias Va o V~ que tienen entre si una identidad en su secuencia de aminoácidos mayor
del 50%. NA: subgrupo no asignado.
2Este clonotipo incluye CTL l2SRF, 125L0, 605L0, 4S15, 11515 y 37SL0, que tienen el mismo
TCR. CTL 375L0 presenta una actividad lítica elevada reaccionando débilmente con otros
subtipos además de B*2703. CTL l2SRF no presenta reacción cruzada con HLA-B60 (López
el aL, 1994).
3> CTL 1l.85L0 presenta una reacción más débil con B*2702 que con B*2705, B*2703, o B60
(López a aL, 1994).
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los segmentos Va8, Va 17 y V~6 respectivamente. Las reacciones cruzadas de los
oligonucleótidos selectivos de subfamilia con otra subfamilia y observados en esta tesis se
resumen en la Tabla 10 (apdo. 4.2.1).
En la mayoría de los casos cada CTL mostró un único tránserito productivo para cada
una de las cadenas a y 15. Los OIL 74CIIiK y 47569 (Tabla 4) tenían dos trAnscritos productivos
para la cadena a y solo uno para la cadena p, y podrían por tanto expresar dos TCR. Algunos
clones del donante SR, generalmente con una especificidad fina muy parecida, tenían el mismo
TOR (Tabla 4). En el CTL 122CIRK se detectó un tránscrito aberrante de ¡3 en el que la V¡3 18
se une en su parte central con el segmento 0152. También aparecieron tránscritos aberrantes de
la cadena a en los CTL 1000RK (VaS, JaHAVT3I), SAI (Va9, JaHIAVP44), I2SRF-375L0
(Va7, JaAB28), 13SLG (Va16, JaAE19) y 27S69 (Valí, JaAB2S). El único trAnscrita que se
detectó en el CTL 135RC (Va 10, Ja HAVP29) estaba en el mareo correcto de lectura, pero su
segmento Va presentaba una secuencia anómala en su extremo y carecía del último codón de
Cys (Figura 7B). Aunque ha sido incluido en todos los análisis, este trAnscrito podría codificar
para un polipéptido no funcional y el trAnscrito productivo a podría no haber sido amplificado
por nuestro conjunto de oligonucleótidos.
4.1.1.1.- DescripcIón de un nuevo miembro de la subfamílla Va14 y de un nuevo segmento Ja.
En el análisis de las secuencias de las regiones Va se determinó un nuevo miembro de
la subfamilia Va14 y un nuevo segmento Ja. La secuencia parcial del nuevo miembro de la
subfamiia Va14, que se muestra alineada en la Figura 4 con algunos de los miembros de esta
subfamilia, se encontró en tres clonotipos del respondedor GM: CTL 37GRX¡123.8GRK, CTL
1220RK y OIL 5A2 (Tabla 4). Hasta el momento es el quinto miembro conocido de esta
subfamiia (Kimura et aL, 1987; Pluschke et aL, 1991; Baitel el aL, 1992). Difiere del más
homólogo, Va 14.2 (Eoitel et aL, 1992), en tres nucleótidos de los cuales uno es silencioso y las
otros dos implican sendas sustituciones en los aminoácidos correspondientes. Difiere del primer
miembro determinado de esta subfamilia, VaHAVT2O (Kimura el aL, 1987) en nueve
nucleótidos de los cuales siete son silenciosos y dos implican sendas sustituciones en los
aminoácidos correspondientes.




















































































































































































































































































































































FIgura 4. Secuencia del nuevo miembro de la subfamilia Va14: 370RK. Aparece alineada con
otros miembros de la subfamilia: HAVT2O (Kimura et aL, 1987), 14.2(B) (Boitel et aL, 1992),
14.1(P) y 14.2(P) (Pluschke et aL, 1991). Los guiones indican las posiciones que son idénticas




reordenamientos en su extremo 5’ en los tránscritos a correctos de CTL 1220RK y CTL 58C*RK
del respondedor (3M, y en el clonotipo 7S15/16S15, del respondedor SR. Este segmento difiere
del JaAP51 1 (Klein et aL, 1987) en un solo nucledtido. Este único cambio hace que un codón
stop existente en JaAP511 pase a ser un codón para rl~,r en JaI22GRK. El segmento JaAPS11
es un pseudogen y el Ja 1220111< es un gen expresable. Este segmento tiene la misma secuencia
de aminoácidos que Ja 17.10 (Moss etai, 1993) en la porción de este segmento disponible para
comparación.
4.1.2.- Selección asimétrica de la cadena 15 en TCR antI~B*27O5.
El uso de TCR en la respuesta anti.B*2705 se reveló no aleatorio con restricciones de
uso a varios niveles, como se detallará a continuación. Un primer nivel de restricción consistió
en receptores con cadenas 15 idénticas o altamente similares y cadenas a dispares, sugiriendo una
selección a nivel de la estructura global de la cadena 15.
4.1.2.1.- Clones alorreactivos con Idéntica cadena 15 y distintas cadenas a. Relación con la
especificidad.
La mayoría de los CTL tenían tránscritos a y 15 diferentes. Sin embargo, en el
respondedor SR se hallaron 4 clonotipos con el mismo trAnscrito 15 pero con tránscritos a
totalmente distintos. Estos eran los CTL 12SRF-375L0, 33.8515, 13SLG, y 11.SSLG (Tabla 4,
Figura 5). Sus reacciones cruzadas con los subtipos de HLA-B27 se limitaron a B*2703, aunque
en ocasiones se observaron reacciones débilescon B*2702 (CI1~ 1 1,8SLG) u otros subtipos (CTL
375L0). También, la mayoría de estos CTL, excepto 33.8S 15, presentaban reacciones cruzadas
con los antígenos de HiLA-B60 ó -BM (López et aL, 1994). Estos resultadas sugieren que la
especificidad fina de estos CTL frente a los subtipos de HLA-B27 está determinada por la
cadena 15. La diversidad en las cadenas a se correlacionó con las diferentes reacciones cruzadas
can HLA-B60 (12SRF-37SLGy 11.85L0),B61 (13SLG), o ninguno de estos antígenos (33.8S15),
lo que sugiere que las distintas cadenas a modulan la reactividad diferencial de estas clones.





































Figura 5. Southern blot de los productos amplificados a partir del cDNA específico del TCR a
y 15 de los clones anti~B*2705 que muestran idéntica cadena 15 y diferente cadena a. En cada
clon se amplifican alícuotas del cDNA mediante PCR usando oligonucledtidos específicos de las
subfamilias Va y V15, y oligonucleótidos Ca y Cp (ver Materiales y Métodos). El material
amplificado se hibridó con oligonucleótidos específicos de Ca y C¡3 marcados con ~P. La
localización de las bandas indica la subfamilia V que utiliza cada clon. Los puntos a ambos lados
corresponden al marcador de peso molecular usado (ver Materiales y Métodos). También se
muestra la secuencia de aminoácidos deducida de las regiones CDRS « y I~ de estos CTL. En
los Cli 12SRF y 135L0 aparecieron dos bandas de amplificación a. El análisis de secuencia
de los productos de PCR permitió distinguir en ambos casos entre tránacritoscorrectos (Va2O. 1,
Ja63.124 y Va8.1, JaFR6 respectivamente) y tránscritos aberrantes (V«7, JaAIB28 y Va 16,
JaAB28 respectivamente).
Resultados
4.1.2.2.- Clones alorreactívos con cadenas (1 altamente similares.
Se encontraron dos pares de CII.. que usaban cadenas ¡3 con idéntica subfamilia VP,
idéntica .115, y donde las regiones N+D15 eran muy similares en tamaño y secuencie. Estas
parejas las constituyen los CIL 20.8GRK/13SRC y 1000RK/47S69. En cada par, los CTL
provenían de distintos respondedores, pero se diferenciaban respectivamente solo en 1 y 2
residuos en su región N4-Dp. Las cadenas a correspondienteseran totalmente dispares (Figura
6 y Figura 7). Los CTL en cada par poseían distinta especificidad fina. Mientras CTL 20.8ORK
Usaba todos los subtipos menos B’2704, 133RO Usaba solo B2705. CTL 1000RK Usaba todos
los subtipos menos B*2703 y CTL. 47569 lisaba B*2705, 01, 02 y 03. Estos resultados indican que
se pueden reclutar cadenas ¡3 casi idénticas en la respuesta de CH.. anti-W2705
independientemente del respondedor o del patrón de reacción frente a otros subtipos. En cada
pareja de CTL las distintas cadenas « podrían modular la reactividad diferencial, pero no se
puede descartar que ésta esté también determinada par las pequeñas diferencias en las regiones
N+Dp.
4.1.3.- La selección de segmentos V15 entre los CTL anti.B*2705 es independiente del
respondedor y no es específica de epitopo.
Los segmentos V de los tránscritos correctos de las respondedores (3M y SR (Tabla 4)
se clasificaron de acuerdo a los subgrupos de homología a que pertenecían (Chothia elaL, 1988).
En ambos respondedores un 55% y un 60% respectivamente de los segmentos Vp usados por
los clonotipos anti-B27 pertenecían al subgrupo de homología 4 (Tabla 5). Este porcentaje era
el mismo que se obtuvo anteriormente en nuestro laboratorio en otra individuo no relacionado,
DL (Lauzurica ee aL, 1992), y era mucho mayor que en los controles de células T no-anti-B27
obtenidas de los donantes SR Y OM durante el clonaje (Tabla 5). Las diferencias eran
estadísticamente significativas en cada respondedor (p<0,05) y en el total de ambos (p <0,005).
No se apreciaron diferencias significativas en otros subgrupos en respondedores individuales con
respecto a sus controles, pero considerando ambos donantes se observó una disminución
estadísticamente significativa del subgrupo 3 (p <0,05). Estos resultados indican un uso
preferente de los segmentos V15 del subgrupo de homología 4 entre los CTL anti-Bt2705, que
es independiente del respondedor. Esto es debido al uso mayoritaria de algunas subfamilias
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Figura 6. Southern blol de los productos amplificados a partir del cDNA espcciflco del TCR a
y 15 de las dos parejas de clones anti-B42705 que muestran casi idéntica cadena 15 y diferente
cadena a. Ver Figura 5. También se muestra la secuencia de aminoácidos deducida de las
regiones CDR3 a y 15 de estos CTL. En CTL 47S69 aparecieron dos bandas a. Tras el anfltais
de secuencia se vio que ambos correspond(an a trínacritos correctos. Como sola apareció una
banda 15, consideramos las dos combinaciones «/15 clonotipas diferentes (Tabla 4).







a~B*2705 Control a.B*2705 Control a-B’2705 Control
1
(N=11) (N=9)
3 (27%) 4 (44%)
(N=15) (N=10) (N=26) (N=19)
3 (20%) 5 (50%) 6 (23%) 9 (47%)
2 1(9%) 1(11%)
3 1(9%) 3 (33%)
4 1155%I 1(11%)
—
2(13%) 0 3 (12%) 1 (5%)
1(7%) 3 (30%) L.(MtX 6 (32%)
11L585L1 3(16%)t.(~2%iI 2(20%)
1 El número (N) y el porcentaje de los segmentos V13 de cada subgrupo en CTL anti~B*2705 y
en células T no-anti-B27 control en cada individuo. Los segmentos VP en CTL con idéntico TCR
o en CTL con 2 tránscritos a productivos se contaroncomo uno solo. Las segmentos V~ de CI’L
con la misma cadena ¡3 y diferentes cadenas a se contaran como diferentes. Los valores de los
CTL anti~B*2705 que muestran un diferencia estadLsticamente significativa (pcO,OS) con los
controles respectivos están subrayados y en negrilla.
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se encontraron en un 23% y en un 15% de los clonotipos anti~B*2705 respectivamente. En las
células T no-anti-B27 de los mismos individuos la V153 apareció sólo en 1 de 19 tránscritos, y la
V1514 no apareció ninguna vez. Los resultados también sugieren que las V¡3 del subgrupo de
homología 3 podrían estar selectivamente disminuidas en los CTL antl.B*2705 de estos donantes.
Las V15 del subgrupo de homología 4 se encontraron en el 50% o más de los dones con
los siguientes patrones de reacción: anti.B*2705 (50%), anti-B’2705 + B*2703 (86%), y en
aquellos que presentaban reacción cruzada con B*2701 (67%). Estos patrones de reacción
constituyen el 77% (20 de 26) de los clonotipos anti-B’2705 analizados y el 85% (56 de 66) de
los CTL caracterizados funcionainiente procedentes de los donantes DL, (3M y SR (López et
aL, 1994). Esto indica que las V15 del subgrupo de homología 4 no están asociadas en los CTL
anti.B*2705 a ninguna especificidad fina en particular.
El uso incrementado de segmentos V15 del subgrupo 4 no se asoció a un uso preferente
de otros elementos estructurales en los TCRcorrespondientes. La significación estadística de tal
incremento se mantuvo, una vez corregida por los casos de los apartados anteriores, en los que
varios TCR compartían cadenas 15 idénticas o casi idénticas. Este resultado indica que la
selección preferente de V15 del subgrupo 4 se hace en base a la estructura de dichos segmentos
y no está asociada a la selección simultanea de otros elementos estructurales del TCR.
4.1.4.- El uso no aleatorio de segmentos Va entre aL antl-V2705 es dependiente del donante.
Se encontraron 16 subfamilias Va, pertenecientes a todos los subgrupos de homología,
en los 28 tránseritos productivos de los CTL anti~B*2705 (Tabla 4). A pesar de esta diversidad,
algunas subfami]ias aparecieron recurrentemente en un respondedor con mayor frecuencia que
en los controles respectivos o que en PBL de otros individuos (Tabla 6). Val4 apareció en un
33% de los tránscritos a productivos de (3M, incluyendo 3 de los 4 clonotipos con más
reacciones cruzadas en este donante (Tabla 4). Esta subfamilia no se encontró en los
correspondientes controles ni en el respondedor SR. Contrastando con esto, V«7 y Va2() no se
encontraron en los C~L analizados del respondedor (3M, pero aparecieran recurrentemente en
SR y, dentro de este donante, respectivamente en clonotipas que presentaban pocas reacciones
cruzadas con subtipos de HLA-B27 o que presentaban reacción cruzada con B*2702 (Tabla 4).
Estos segmentos Va no se encontraron (Va2O) o se encontraron solo una vez (V«7) entre las
células T no-anti-B27 de los mismos donantes que se analizaron como control (Tabla 6). Por
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(N= 16) (N= 11)
PBL3
Va7 O O 1(9%) 2%
‘¿«14 ¡ 0 0 0 ¡ 7%
Va2O . O O 1L125/A> 0 2%
1 Se muestran solo las subfamilias que aparecieron más de dos veces en el mismo respondedor.
2 N&nero (N) y porcentaje de segmentos Va en trAnscritos productivos de CIL anti~B*27O5, o
en tránscritos de células T no-anti-B27 control de cada respondedor. Los segmentos Va de CTL
anti.B*2705 con idéntico TCR se contaron como uno solo. Los segmentos Va de CTL que
tenían dos tránscritos productivos se contaron por separado. Las diferencias estadisticamente
significativas (p <0,01) con PBL no seleccionados (Moss et aL, 1993) están subrayadas y en
negrilla.
Datos procedentes de Moss et aL, 1993, obtenidos de 300 trAnscritos a productivos procedentes
de PBL de 3 individuos no relacionados.
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tanto, el uso recurrente de segmentos Va entre dL anti-HLA-B27 refleja diferencias
individuales relacionadas con la especificidad clonal. No se observaron diferencias
estadfsticamente significativas entre los valores de Va7, V«14 y Vcc20 en las células T no-anti-
B27 de estos donantes con respecto a los valores esperados en base a su presencia en PBL de
distintos individuos. Por el contrario en los GIL anti~B*2705 los valores de ‘¿«14 en (3M y Va7
y Va20 en SR aparecieron incrementados significativamente (p <0,01 y p <0,0001
respectivamente).
Estos resultados indican que hay una menor restricción en el uso de segmentos Va que
en el uso de Vp. Sin embargo algunos segmentos Va aparecen distribuidos de manera no
aleatoria. Esta selección de Va es, a diferencia de la selección de VP, dependiente del
respondedor y está asociada a patrones de reacción que presentan características comunes.
4.1.5.- La selección de los segmentos Va y V15 es IndependIente de la asociación Va/VP.
Se estudiaron las correlaciones positivas y negativas entre el uso de los segmentos Va
más frecuentes y los segmentos V~3 (Tabla 7) para determinar la posibilidad de un sesgo en la
asociación Va/VP. En CM Va14 apareció asociada tanto a las segmentos ‘¿¡1 del subgrupo 4
como a los segmentos Vp de otros subgrupos con una frecuencia que seda la esperada si ambos
segmentos se asociaran aleatoriamente, en base a sus frecuencias respectivas en los clonotipos
anti~B*2705 de este individuo. Lo mismo ocurrió con ‘¿«20 en el donante SR. Este resultado
indica que, en estos casos, la selección de los segmentos Va o VP en los correspondientes TCR
se efectuó independientemente del segmento V en la otra cadena. En contraste con esto, Vs7
se asoció con segmentos ‘¿p de subgrupos distintos al 4 con una frecuencia que fue más del
doble de la esperada si la asociación fuera aleatoria. Esta frecuencia fue similar a la que se
esperarla si le selección de ‘¿«7 se hiciera independientemente del segmento VP (Tabla 7). Este
resultado sugiere que la correlación negativa de ‘¿«7 con las ‘¿$3 del subgrupo 4 es debida a que
estos TCR fueron seleccionados preferentementeen base a ‘¿«7 y no por sus segmentos V¡L Por
tanto, como en los casos anteriores, la selección de Va en estos TCR es aparentemente
independiente de su asociación con un determinado segmento VP.
4.1.6.- MotIvos recurrentes en las reglones N+DD.
En las 23 cadenas ~3diferentes de los CTL anti~B*27OS se vio una gran diversidad de
?s. .qj<.
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Tabla 7.Ásociación de segmentos Vay VgS en TCR anti~B*27O5
Respondedor Asociación Frecuencia esperada’ Free. Encontrada
(3M ‘¿«14 ¡ ‘¿15 h.s. 4 0,33 x 0,55 = 0,18 2 /12 0,17
‘¿«14 / ‘¿15 h.s. distintos del 4 0,33 x 0,45 = 0,15 2 /12 = 0,17
SR Va2O ¡VP h.s.4 0,19x 0,6 = 0,11 2/16 = 0,125
‘¿«20 / ‘¿15 h.s. distintos del 4 0,19 x 0,4 = 0,08 1 /16 = 0,06
‘¿«7 ¡ ‘¿¡3 h.s. distintos del 4 0,19 x 0,4 3 ¡ 16 = 222
0,19x 0,82 = 0,152
1 Frecuencia esperada entre los clonotipos anti~B*2705 si la asociación Va/VP fuera aleatoria.
Es el producto de las frecuencias de los segmentos Va y VP correspondientes. Las diferencias
con las frecuencias encontradas están subrayadas y en negrilla.
2 Frecuencia de los segmentos VP de los subgrupos de homología (h.s.) distintos del 4 en células
T no-anti-B27 de SR.
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secuencia en la región N+Dj3 y un uso no selectivo de segmentos IP (Figura 7A). No obstante
esta diversidad estaba limitada a tres niveles. Primero, como se ha dicha antes, 4 clonotipos
diferentes del donante SR compartían cadenas 15 idénticas. Segundo, tres pares de tránsoritos
de cadenas 15 usaban los mismos segmentos ‘¿15 y 315. Estos eran los CrL 21569 y 2SRZ <ambos
de SR), 20.8GRK y I3SRC (de CM y de SR respectivamente), y 1000RK y 47569 (de (3M y de
SR respectivamente). Las regiones de unión entre estos pares eran muy similares en tamaño y
en los dos casos discutidos anteriormente, también en secuencia. Tercero, algunas cadenas 15
presentaban motivos comunes en la región N+D15, pero distintos segmentos VIS y J¡3. Estas
similitudes sugieren una selección dependiente de epitopo de motivos en esta región.
Característicamente, el número de motivos N+D15 recurrentes fue múltiple, y cada uno de éstos
era compartido por un subgrupo poco numeroso (entre 2 y 5) de clonotipos. Algunos CIL de
un subgrupo dado tenían patrones de reacción parecidos con los subtipos de HiLA-B27. Por
ejemplo, CTL 740RK, y la mayoría de los CTL con el clonotipo 12SRF presentaban reacción
cruzada solo con B*2703. CTL 1000RK y l22CRK presentaban reacción cruzada con B*2702,
B*2704 y B*2706. CTL 47569, 100GRK, y 7S15/16S15 presentaban todos reacción cruzada con
B*2701 y B*2702. En otros casos no se pudo establecer una correlación obvia entre la
especificidad fina y la estructura de la región N+D15. En conclusión, se observó un uso no
aleatorio de secuencias N +D 15, que consiste en una serie de motivos que aparecen en varios
clonotipos. Los motivos recurrentes están asociadosa segmentos Vj3 y JIS aparentemente iguales
de una manera independiente de donante y de epitopo , pera también a segmentos Vp +115 no
relacionados, en clonotipos que a veces tienen una especificidad fina similar. El patrón de
restricción en la región N+D15 sugiere que los epítopos inmunodominantes dependientes de
péptido en esta respuesta no son extremadamente diversos.
4.1.7.- Diversidad de unión en las cadenas a y uso recurrente de segmentos Ja.
La diversidad de los trAnscritos « productivos en la región N fue muy alta y no se
apreciaron motivos recurrentes (Figura 7B). Solo dos clonotipos,33569 y 11SRY/4OSRY, ambos
de SR, usaban segmentos Va de la misma subfatniiia y los mismos segmentos Ja. Sus regiones
N tenían la misma longitud, pero eran diferentes. CTL 5SGRK y 1220RK (de (3M) tenían
segmentos Va del mismo subgrupo de homología y segmentos Ja idénticos y también tenían
regiones N de longitud similar, que empezaban en ambos por dos residuos alifáticos. Los CTL
Figura 7 A
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FIgura 7. Secuencia de aminoácidos deducida de las regiones de unión de la cadena ~ (A) y de
la cadena-a (B) de tránscritos productivos de CTL anti~B*2705. Se muestran el extremo C-
terminal de los segmentos V, las regiones N¡N+D15, y el extremo N-terminal de los segmentos
J. Se indican para cada trAnscrito los segmentos V, D, y J y el CTL al que corresponden. Los
CTL que tienen el mismo tránscrito para la cadena 15 aparecen nombrados, menos en el caso
de 1ZSRFt El mismo tránscrito de la cadena ¡3 que tiene este CTL aparece junto con el mismo
trAnscrito a en CTL 12SLG, 6OSLG, 4515, 11515, y 375L0, y junto a distintos trAnscritos a en
los CTL 33.8S15, 135L0, y 11.85L0 (Tabla 1). Las secuencias están agrupadas de acuerdo con
la similitud de sus regiones N+D15 (A) o por tener segmentos Ja iguales (B). Los motivos
recurrentes N+D15 y los segmentos Ja iguales aparecen en negrilla y subrayados. Los CTL que
usan la misma subfamilia ‘¿y el mismo segmento J están recuadrados y en negrilla. El segmento
V« del CTL 13SRC se diferencia del ValO,la (Obata et al., 1993) en los tres últimos codones
y carece del residuo Cys9O, conservado en todos los segmentos Va.
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en cada uno de estos pares diferían en su especificidad fina, y tenían cadenas ~ldiferentes.
La diversidad de la cadena a estaba limitada a nivel de los segmentosJ~ (Tabla 8). Siete
segmentos Ja daban cuenta del 61% de los 28 trAnscritos « productivos en (3M y SR, mientras
que en 300 trAnscritos « productivos procedentes de PEL en un estudio previo (Moss et al,
1993) estos segmentos solo aparecieron en un 13.9%. Tres de los segmentos Ja recurrentes se
encontraron en CTL de (3M o de SR, mientras que los otros se encontraron en ambos
respondedores. Por tanto, el uso recurrente de Ja es independiente del respondedor. Los
resultados obtenidos en ambos donantes fueron similares. En <3M, 5 segmentos Ja que en PBL
aparecían un 9,3% (Moss a al., 1993), daban cuenta del 67% de los 12 trAnscritos productivos
a de este individuo. En SR, 6 segmentos Ja que en PBL aparecían en un 12,9%, daban cuenta
dei 56% de los 16 trAnscritos productivos a de este individuo. El incremento en el uso de estos
segmentos Ja en cada donante o en el conjunto de ambas en relación con PBL no seleccionados
fue estadisticamente significativo (p <0,0001). En general no parecía haber una correlación entre
usa de Ja y especificidad fina. En la mayoría de los casos, los segmentos Ja estaban asociados
a segmentos Va no relacionados, lo que implica que el sesgo de Ja no es debido a la asociación
V-J. Estos resultados indican un uso selectivo de segmentos Ja en los C~L anti~B*27O5, que no
es especifico de epítopo y es independiente del donante, y una diversidad N no restringida. La
restricción de segmentos Ja no se asocia a una restricción de motivos estructurales en la región
N+Dp de los mismos TCR <Figura 7). Esto sugiere que las regiones de diversidad en ambas
cadenas del TCR (N+Dp o N+J«) son seleccionadas independientemente.
4.1.8- Estructura del TCR en CTL ant¡-B2705 que reaccionan cruzadaniente con HLA-DRI:
homología con TCR antl-DR2.
En nuestro laboratorio se describió el primer caso de clones de CII.. que presentaban
simultáneamente alorreactividad contra antígenos de clase ¡y clase II (Aparicioa aL, 1987). En
ese trabajo se caracterizaron tres clones de CTL alorreactivos CD8 que eran capaces de lisar
dianas HLA.B*2705+ y dianas HLA-DR2~. Se demostró la alorreactividad dual de estos clones,
diferente del reconocimiento restringido por clase 1 de antígenos de clase U, pero no se pudo
establecer la base de esta reacción cruzada ni caracterizar los TCR correspondientes.
En el respondedor (3M, no relacionado con el anterior, los Cli.. 37GRK y 123.8C*RK,
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Tabla 8. Segmentos Ja recunentes en ¡os tránvcñtos aprodudilvos de CTL anti~D*27O5
Segmentos Ja’
Respondedor
Total * en PBL2GM SR
N (%)3 N (%9 N (%)3
HAVTO1 3 (25%) 0 3 (11%) 1%
122GRiK 2 (17%) 1(6%) 3 (11%) 2,7%
IGRJaO6 1(8%) 2 (12,5) 3 (11%) 1,3*
HAV’fl3 1(8%) 1(6%) 2 (7%) 1,3%
AG212 0 2 (12,5%) 2 (7%) 1,3%
HAVPIO 0 2 (12,5%) 2 (7%) 3,3%
HAVP36 1(8%) 1(6%) 2 (7%) 3%
Total 8 (67%) 9 (56%) 17 (61%) 13,9*
Segmentos Ja que aparecen más de una vez en los CTL analizados. J«1220RX tiene la misma
secuencia de aminoácidos que J«17.10 (AA) (Mosa et aL, 1993). La frecuencia total de estos
segmentos Ja en cada respondedor o en ambos respondedores juntos está incrementada
significativamente (pc0,0001) si se compara con FBL no seleccionados (Moss a aL, 1993).
2 Datos de Moss et aL, 1993.
~Los valores porcentuales corresponden a 12, 16 y 28 trAnscritos productivos diferentes de los
donantes (3M, SR, o ambos, respectivamente.
• ., .~fl..’
• . ~ ~T¿UJ~.fl¿flfl
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>1
presentaron también reacción cruzada con HLA-DR2 (López a aL~ 1993). Estos CH.. reconocían
los subtipos B*2701 a B*2706, pero solamente el subtipo DR2DW2 (B5~0101). La lisis de las
dianas DR2~ se inhibió por anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-DR En los ensayos de
competición fría las dianas HLA-B27 y DR2Dw2 se inhibieron mutuamente, La correlación entre
las secuencias de los subtipos de RLA-B27 y RLA-DR2, y la especificidad fina de estos C~IJ
permitió identificar un motivo estructural específicamente compartido por HLA-B27 y HII.A-
DR2 (B5*0101). Este motivo estaba compuesto por varias posiciones de la lámina p que forma
el fondo del sitio de unión de péptido. La alteración de residuos de este motivo por mutagénesis
dirigida, anulaba el reconocimiento de HILA-B27 por CTL 370RK. Estas posiciones están
implicadas en la presentación peptidica pero no son accesibles al TCR, lo que sugiere que la
aloespecificidad dual de 370RX y 123.8GRX se debe al reconocimiento de péptidos
estructuralmente relacionados, presentados por HI..A-B27 y HILA-DR2.
El análisis por PCR y secuenciación del TCR mostró que CTL 370RJ< y CTL 123.SGRK
poseían un único receptor idéntico en ambos casos y por tanto ambas CTL eran un mismo
clonotipo (Figura 8). Este resultado demostró formalmente que la alorreactividad dual HLA-
B27/DR2 está mediada en estos C~L por un único TCR.
La secuencia de las cadenas ¡3 de este TCR se comparó con las de dos dones anti-HLA-
DR2 descritos independientemente (Wilson et aL, 1991). Las tres secuencias compartían, en la
región N+D15 una Arg y una Asn en el extremo N-terminal del segmento JIS. Además la
secuencia del clonotipo 37CIRK/123.SGRK compartía con el TCR del clon anti-DR2 0)4 una
Pro en la unión Vp-DP y una Leu en la unión D¡3-J¡3. La Leu en esta posición ha aparecido
solamente en este clonotipo entre todos los TCR de los clones anti.HLA~B*2705 examinados.
El clonotipo 37GRK/123.8GRK usaba la misma J15 que el don C04 reordenada de manera
idéntica (Figura 9). Este resultado indica una notable homología del donotipo
370RK/123.8GRK con TCR anti-DR2 en la región CDR315 y sugiere que la reacción de este
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Figura 8. Southern blot del material correspondiente al cDNA a y p amplificado
específicamente de los TCR anti-Bt27O5 que presentan reacción cruzada con HLA-DR2 (ver
el pie de la Figura 5). La secuencia de aminoácidos deducida de las regiones CDRS de los



































































































4.2.- RepertorIo de TCR en la respuesta alogénica anti.B*2703.
4.2.1.- AnálIsis de la secuencla de las cadenas £ y ~ amplifIcadas.
Se analizaron 31 clones de CTL anti.B*2703 de especificidad fina conocida: 16 del
respondedor DL (HLA-A29, 31; B39, 44; DR2, 7) y 15 del respondedor (3M (HLA-Al, 24; 87,
BS; DRí, 3). Estos CTL correspondían a 15 y 12 clonotipos respectivamente, ya que, tras el
análisis de sus receptores, se vio que algunos eran idénticos (Tabla 9). Se secuenció, de cada
cadena, una parte del segmento V (de 31 a 240bp, siendo la media 120 bp), la región N¡N+Dp,
el segmento Ja/JII y el extremo 5’ del segmento C. Todos los clones analizados presentaron un
único trAnscrito a productivo, excepto CTL 230LM, que presentó dos. Los oligonucleótidos de
Va 17, V«9 y V~8 amplificaron en reacción cruzada los trAnscritos que expresaban segmentos
V de las nuevas subfamilias Vaw25, Vaw2Q (Roman-Roman et aL, 1991) y V~w22 (Ferrad¡ni
e: al., 1991) respectivamente. Los ollgonucleótidos de Va3 y Va8 amplificaron en reacción
cruzada trAnscritos que expresaban los segmentos Va8 y Va 13 y los V~5 y V~8 amplificaron
el segmento Vp6.4, que el oligonucleótido de V~6 no amplificó. Las reacciones cruzadas de los
oligonucleótidos selectivos de subfamilia con otras subfamillas observados en esta tesis se
resumen en la Tabla 10. Se hallaron trAnscritos a aberrantes en los C~L ISDLH (Va10.1-
JaPY14), 5DCJ (Va 10-JaAC9), E2GCP/6SOLM (Va3.1-Ja 13.2) y 290CP/S4GCP (VaS.2-

















4.22.- Los CTL que reconocen epitopos “privados” de Bfl7OS presentan una heterogeneidad
lImitada.
De los 36 clones de CTL anti~B*2703 de los respondedores <3M y DL solo 6 no lisaron
LCL que expresaban B*2705 u otros subtipos (López cf aL, 1994). Se analizó el TOR de estos
clones. Como puede verse en la Tabla 9, los dos clones del respondedor DL, CTL 13DCJ y
31DCJ, expresaban un mismo receptor, siendo por tanto el mismo clonotipo. CTL 42.8OLM y










Tabla 9. Uso de los segmentos gén icos de las cadenas a y ¡3 deI lCR en tránscr~tos produclivos
de CTL ant¡~B*27O3J
CTL Patrá,, de reacció,,
con los subtipos
Va lis. Ja Vfl lis. J$ Número dc aewo
alfa/beta
Respondedor DL
13DCJ/3IDCJ 3 14.1 3 AC9 ¡4 4 ¡.5 1J39095/tJ39128
15IIILH 3, 5 w29 NA IGRJaO4 13 4 2.3 1139094/039121
ISDLIr 3,5 16.1 4 IGRJaO4 1 1 2.3 1139096/1139127
2SIJLH 3, 5 3.1 2 62.119 13 4 2.7 t139100
360LI4 3,5 w25 HA IIAVTOÓ ¡2.3 4 2.7 W910211J39¡24
UnCí 3, 5 13.1 2 HAVTO6 5 ¡ 1,1 U391 15/1139141
7DC1 3,5 14.1 3 122011K 7,2 2 2.5 1139118/1139140
7ODCI 3,5 14 3 AAI3 17.1 4 1.1 U39114/U39138
SDCJ 3,5,2 14 3 JORJaIO 7 2 2,7 1139112/039133
37DCJ 3, 5,2 1.8 4 AAI7 4 3 1.1 039103/1139125
SDLL 3,5 20.1 6 ACI7 6.4 l 2.7 U39¡09/U39¡35
3.SDLE-I 3,5,4 ¡S.l ¡ ABI9 3 4 2.1 039105
12DCJ 3, 5,1,2 8.2 ¡ lORJaO2 ¡2.1 4 2.2 U39093/U39120
43DCJ 3,5,2,4 7.2 6 IGRJaI4 16.1 ¡ 2.7 U39108/U39132
1 1DCJ 3,5,4,6 3.1 2 ¡lAVP4I w22 HA 2.1 1139092/U39I26
Resnondedor ~2M
390LM 3 w29 NA A0212 14 4 2.1 W9104/1J39131
42.SGLM/710CP 3 2.2 ¡ IORJaIO 8.2 1 ¡.6 1139107/1139134
74.EOCP 3 11.1 7 AC2S 8.2 ¡ 1.6 039116/1139134
770C1> 3,5 12.1 3 HAVT33 w22 HA 1.2 [139117/1139139
230LM 3,5 9.1 4 HAVT33 17.1 4 1,1 ¡139097/039129
14 3 IIAVPOl 1139098
4SGLM 3,5 8.2 1 IGRJaO2 6.1 ¡ 1.6 [139110/1139136
62tJCP/630LM 3,5 w25 HA 62.119 5.3 ¡ 1.1 1139113/039142
290CP/540CP 3, 5 7.2 6 HAVP29 13.4 4 1.2 U39101/1J39123
420CP 3, 5,2 84 3 IGRJaI4 17.1 4 1.1 039106/039130
SIGCI’ 3, 5,4 w25 NA HAVPOI 17,1 4 2.2 1139119/1139143
ZÓOCP 3,6 84 3 HAVPIO 12.3 4 2.3 1J39099/U39122











Los CTL con TCR idéntico aparecen agrupados. Los patrones de reacción clonal son de López
ci aL, 1994. Los números indican los subtipos de HILA-B27 que fueron reconocidos por cada
CTL en dianas LCL. Los CTL anti~B*2703 no presentaron reaccióncruzada con otros antígenos
diferentes de HLA-B27, salvo en los siguientes casos: Cli.. 43DC1 (B7, BM), 1IDCJ (BSS) y
230LM (B60, BáI). La numeración de las subfamilias Val a V«22 y de V~1 a V316 es la de
Wilson el aL, 1988. V~17 a VP2O están nombradas como en Toyonaga y Mak, 1987. Las
subfamilias Va y vp con número mayor están nombradas como en Ronian-Roman el aL, 1991
y Ferradiniet al., 1991 ,respectivamente. Los miembros dentro de una subfamilias se asignaron
cuando la secuencia parcial determinada fué idéntica a un solo miembro de la misma. Además
de los especificados, otros miembros asignados fueron los siguientes: Va 14.370RK (López el aL,
1993) en Cfl. 7ODCI, 5DCJ y 230LM; Vaw29 (Moss el aL, 1993) en CJZL 15DLH y 390LM;
V~13IORb16 (Ferradini el aL, 1991) en CTL28DLH; Vp7IGRbl8 (Ferradiní et aL, 1991) en
c’rL 5DCJ. Los segmentos V están clasificados en subgrupos de homología (h.s.) (Chothia dat,











V~8E Vpó.4, V~6OLPA, V~w22
52
Tabla 10. Reacciones cruzadas de oligonucleófidos especificas de subfa,niia
con otras subfamilias V
II
1Resultados 53
clones y CTL 74.8OCP, también de (3M, expresaban la misma cadena P. La cadena « del
74.80CP era, sin embargo, diferente a la que compartían los otros dos CTL (Figura 10).
y.La especificidad fina de los CI’L 71GCP y 74.8GCP se analizó con un panel de mutantes
,4/
Itde B*2705 (Figura 11), Los patrones de reacción que se obtuvieron indicaron que estos dos Cli..
reconoefan B*2705 expresado en células CiR aunque menos eficientemente que B*2703, y que 1.
¿11(1la especificidad fina de ambas escasi idéntica, Este resultado indica que la especificidad de GTL
42.8GLM/710CP y 74.8GCP está determinada esencialmente por la cadena ~, pues es la que
<y.
se comparte en ambos casos. Sin embargo, como GIL 7IGCP Usó LCL B2703 (López el aL,
1994) o transfectantes B*2703+ en CiR con una eficiencia substancialmente mayor que GIL 4
74.8GCP (ver el pie de la Figura 11) es posible que las cadenas a respectivas modulen la
‘y.. .9
afinidad del TCR en estos casos. CTL 390LM, que expresaba un TCR diferente a los anteriores “~V~ ~41
(Tabla 9 y Figura 10), no reconoció a B*2705 ni a ninguno de los mutantes (FIgura 11). En su
conjunto, estos resultados indican una gran restricción en la heterogeneidad de los clones que
reconocen epítopos de B*2703 que están ausentes o alterados en W2705, confirmando y
extendiendo estudios previos en nuestro laboratorio (Lópezel aL, 1994; Villadangosetal, l994a) .
de que el polimorfismo de B*2703 induce pocos epftopos nuevos en relación a Bt2705. 4141II
II; 4<’$
4.2.3.- Uso de segmentos Va y V31 en los CTL ant¡-P2703.
14V’ú
Más de la mitad de los CTL anti.B*2703 analizados usaron segmentos V~ del subgrupo «<y.
de homología 4 (Tabla 11). Este predominio fue estadisticamente significativo en cada 1 ‘4
respondedor (pcO,O5), o en el conjunto de ambas (pcO,O1), Las subfamlUas V~13 y V~17 .
fueron las más usadas y daban cuenta de 9 de los 14 segmentoS V~ del subgrupo de homolOgía
4. Estos resultados indican un sesgo en el uso de segmentos V~ en los VIL anWB2703 que u
‘4., y. >11
independiente del respondedor, al igual que ocurría en los CYTL. antl.B*27Q~,
En cuanto al uso de segmentos Va, no se vio nlngiln sesgo en el respondedor CM, ya A
14 y. 14
que ninguna subfamilia Va se repitió más de dasveces entrelos 13 tránflhtas #pwductlvfldd it ‘y.
mismo (Tabla 9). Por el contrario, en el respondedor DL, V«14 estaba InoremÉ~tSdB(p<O$9t
ya que apareció en 4 (27%) de los 15 clonotipos antl-W2703 de este rewow.kdót CVS 10. 449<
Este resultado indica que, como en la respuesta anti-W27O5, la resttkclá en si ~
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FIgura 10. Southern blot de los productos amplificados a partir del cDNA especifico del TCR
« y p de los clones anti-B~27O3 que reconocen “epítopos privados” de B*2703. alt SiDO y
CTL 71GCP presentaron el mismo patrón de amplificación y secuencias idénticas en sus
trAnscritos a y ¡~, que 13DCJ y 42.8GLM respectivamente, por lo que se consideraron el mismo
clonotipo. Ver Figura 5. También se muestra la secuencia de aminoácidos deducida de las



































































































































































































1 4 (33%) 8 (47%) 4 (27%) 10 (59%) 8 (30%) 18 (53%)
2 0 2 (12%) 2 (13%) 2 (12%) 2 (7%) 4 (12%)
3 0 3 (18%) 1(7%) 2 (12%) 1(4%) 5 (15%)




























DL Va14/VP h.s. 4
Val4/VP7
0,27 x 0,47 = 0,127
0,27 x 0,13 = D4135
2 /15 = 0,133
2 /15 = Pi»
~ur —
Tabla 11.
1 Número (N) porcentaje de los segmentos Va y VP en tránscritos productivos de GIL anti-
Bt2703 y en células T no-anti-B27 control en cada individuo. Los segmentos V en CTL con
idéntico TCR y los segmentos VP en CTL con 2 tránscritos productivos se contaron como uno
solo. Los segmentos vp de CTL con la misma cadena ~ y diferentes cadenas a se contaron
como diferentes. Los valores de los CTL anti~B*2703 que mostraban un diferencia
estadísticamente significativa (p <0,05) con los controles respectivos están subrayados y en
negrilla. Los segmentos VP están clasificados en subgrupos de homología. Para Va, las
diferencias estadisticamente significativas (p<0,01) con PBLno seleccionados(Moss eraL, 1993),
están subrayados y en negrilla.
2 Va que aparecen más de dos veces en el mismo respondedor.
~ procedentes de Moss el aL, 1993, obtenidos de 300 tránscrítos a productivos procedentes
de PBL de 3 individuos no relacionados.
~ Frecuencia esperada entre los clonotipos anti~B*27O3 si la asociación fuera aleatoria. Es el
producto de las frecuencias de los segmentos Va y VP correspondientes. Las diferencias con las









Va14 estaba asociada con segmentos V~ del subgrupo de homología 4 en CTL anti-
3*2703 con una frecuencia que correspondía a una asociación aleatoria. Sin embargo, dos de los
GIL que expresaban Va14 expresaban también V~7, que no aparecía en ningún otro CTL anti-
3*2763 analizado (Tabla 9). La frecuencia de esta asociación era mayor que la esperada (Tabla
11). Puesto que estos TCR no presentan homología en otras regiones, este resultado sugiere que
han sido seleccionados en base a su combinación Va/VP.
4.2.4.- Restricciones en la asociacIón VP-» y en ¡a diversidad de la reglón N +Np.
Además de los CTL 42.SOLM/71GCP y 74.SGCP que compartían la misma cadena P
asociada a cadenas « diferentes, algunos CTL anti.B*2703 presentaban cadenas ~ que
compartían la subfamilia V~ y el segmento jp (Figura 12A). V~ 17.1 apareció asociada a i§2.2
en dos clonotipos (81GCP y 12DCJ) ya Jpí.í en tres clonotipos (420CP, 230LM y 7ODCI) de
ambos respondedores. VP 13,4 apareció asociada a JP1.2 enCTL 290CP/S4OCP y 560LM, del
mismo respondedor. Finalmente VP5 apareció asociada a J13 1.1 en los clonotipos
G200P/630LM y SiDO, de ambas respondedores. Algunos clonotipos con la misma
combinación VP-Jp tenían también regiones N+DP que compartían motivos estructurales
comunes. Por ejemplo, las cadenas p de CTL S1DCJ y 12DCJ se diferenciaban tan solo en tres
aminoácidos, localizados en esta región. También las regiones N+DP de C~L 42GCPy 230LM
compartían el motivo RO. En otros casos las regiones N+Dp no presentaron similitud, En
general, los TCR con cadenas p homólogas poseían cadenas a no relacionadas. Estos resultados
indican, como en la respuesta anti~B*2705, una selección de TCR en base a la estructura global
de la cadena p.
La mayoría de las secuencias de las cadenas P se podían clasificar en subgrupos, cada
uno de los cuales incluía unos pocos clonotipos, en base a motivos compartidos en la región
N+D~ (Figura 12A). Este patrón es similar al observado en la respuesta anti~B*2705 y, como
en ella, sugiere que los epitopos inmunodominantes asociados a péptidos en la respuesta anti-
B’2703 no son extremadamente diversos.
4.2.5.- El sesgo en el uso de segmentos Ja ¡Imita la diversidad de la región CDR3 a.
Entre los 28 trAnscritos a productivos de crí.. anti-Bt2703 no se observó ninguna




























































































































































































































Figura 12. Secuencia de aminoácidos deducida de las regiones de unión de la cadena ~ <A) y
de la cadena a (B) de trAnscritos productivos de CTL anti-B2703. Se muestran el extremo C-
terminal de los segmentos V, las regiones N/N+DP, y el extremo N-terminal de los segmentos
J. Se indican en cada trAnscrito los segmentos V, D, y 3 y el CTL al que corresponden. Las
secuencias están agrupadas de acuerdo con la similitud de sus regiones N+DP (A) o por tener .1
segmentos Ja iguales (B). Los motivos recurrentesN+DP y los segmentos Ja iguales aparecen
en negrilla y subrayados. Los Crí.. que usan la misma subfamilia y y el mismo segmento J están






USO recurrente de segmentos Ja de forma muy similar a la respuesta anti~B*2705: de los 19
segmentos Ja usados, 9 aparecían en más de un clonotipo (Figura 12B). Estos 9 segmentos Ja
representaban el 64% de los trAnscritos a analizados en esta respuesta, mientras que en PBL
no seleccionados, representan tan solo el 19% de los trAnscritos productivos (Tabla 12). Esta
diferencia es estadlsticamente significativa (p.c 0,0001). Los segmentos Ja recurrentes
aparecieron asociados a distintos segmentos Va excepto en el caso de CTL 480LM y 12DCJ
<Figura 12B). Al igual que con las restricciones en la región N+D~, e] patrón de use de
segmentos Ja sugiere que la mayoría de la respuesta anti.B*2703 está dirigida contra un grupo
no extremadamente diverso de determinantes inmunodominantes asociados a péptido.
Habitualmente, los CTL que comparten segmentos Ja no presentan motivos Nt D~ comunes,
lo que indica que los motivos recurrentes que aparecen en las regiones CDR3 a y II son
seleccionadas independientemente de la otra cadena.
4.3.- SimIlitudes y diferencias en el repertorio deTCR entre las respuestas mntl-Bfl7OS y onU-
B~27O3.
En ambas respuestas el hecho más relevante fue el uso predominante de segmentos VP
del subgrupo de homología 4: el 58% (Tabla 5) y el 52% (Tabla 11) de las cadenas P del TCR
de los clones anti~B*2705 y anti.B2703 respectivamente. Si bien las diferencias no son
estadisticamente significativas, las subfamflias que pertenecen a este subgrnpo parecen usarse
con diferente frecuencia en función de la respuesta. Así los clones anti.B*2705 usaron más V~3
y V~14 (10/15) (Tabla 4), consideradas por algunos autores como una sola subfamilia (Toyonaga
el aL, 1987), mientras los clones anti-B”2703 usaron más VjI 12, VP 13, consideradas también
como una sola subfamilia (Toyonaga e! aL, 1987) y Vpl7 (11/14) (Tabla 9).
La diversidad en el uso de segmentos Va fue similar en ambas respuestas, sin embargo
las Va que se usaron de manera recurrente en cada respondedor fueron diferentes dependiendo
de la respuesta. V« 14, que aparecía incrementada en los CIL anti.B*2705 del respondedor GM
(Tabla 6), no se vio incrementada en la respuesta anti-F’2703 de este respondedor, pero si en
CTL anti.B*2703 del respondedor DL (Tabla 11).
Los TCR anti~B*2703 comparten con los anti~B*2705 motivos estructurales en las
regiones CDR3 u y p. Algunos de los motivos N+Dp definidos aparecieron en ambas
respuestas: DR, GTG, RA, mientras que RLA, LT, PS y ROO aparecieron sók en CTL antí-





Total % en P13L2DL
N(%) N(%) N(%)
AAI7 1(8%) 1(7%) 2 (7%) 2%
IGUalO 1(8%) 1 (7%) 2 (7%) 2%
IGR.Jal4 1 (8%) 1 (7%) 2 (7%) 2,3%
62.119 1(8%) 1(7%) 2 (7%) 0,7%
IGRJaO2 1(8%) 1(7%) 2(7%) 0
HAVT33 2 (15%) 0 2 (7%) 1,3%
HAVPOI 2 (15%) 0 2(7%) 3%
IGRJaO4 0 2 (13%) 2 (7%) 3,7%
HAVTOÓ 0 2 (13%) 2 (7%) 4%
Total 9 (69%) 9 (60%) 18 (64%) 19%
1 Segmentos Ja que aparecen más de una vez en los CTL analizados. Los valores porcentuales
corresponden a 13, 15 y 28 trAnscritos productivos diferentes de los donantes <3M, SR, o ambos,
respectivamente. La frecuencia total de estos segmentos Ja en cada respondedor o en ambos
juntos está incrementada significativamente (p <0,0001) si se compara con PBL noseleccionados
(Moss a aL, 1993).
2 Datos de Moss et aL, 1993.
Ib..-..
Resultadcu
Bt2705, e IGGG, GV y D/E sólo en CTL anti.p*2703 (Figura 7 y Figura 12). En la respuesta
anti.B*2705 sietesegmentos Ja daban cuenta del 61% de los 28 tránscritos a productivos (Tabla
8) mientras en la respuesta anti.B*2703 nueve segmentos Ja daban cuenta del 64% dc los
trAnscritos a analizados (Tabla 12). De los 19 segmentos J« usados por los CTL anti.B*2703,
12 (63%) se encuentraron también en CTL anti~B*2705.
4.4.- MotIvos recurrentes en las reglones CDRI y CDR2 ~ en las respuestas alog¿nlcas antA-
HLA-B27.
El uso preferente de segmentos VI> del subgrupo de homología 4 es el aspecto más
sobresaliente en las respuestas anti.B*2705 y antl.B*2703. Este sesgo es en ambos casos
independiente del respondedor y del patrón de reacción clonal. Por tanto, no parece
determinado por péptidos sino por la propia molécula de HLA-B27. Los segmentos V de un
subgrupo de homología presentan más de un 50% de aa idénticos en sus secuencias. Bate
porcentaje se ve disminuido en las regiones ODRí y CDR2 e incrementado en las regiones más
conservadas del segmento V. No hay posiciones totalmente conservadas entre los ODRI de
distintos subgrupos. Sin embargo, entre las subfamilias de un mismo subgrupo, hay algunos
residuos bastante conservados,especialmente en el subgrupo 1. Entre subgrupos, e incluso dentro
de un mismo subgrupo, las secuencias de la región CDR2 presentan menor homología a nivel
de residuos y de longitud (Chotbia e! aL, 1988). La selección de segmentos Vi> en las respuestas
específicas de péptido está dirigida, en algunos casos, por la presencia de determinados residuos
en el extremo C-terminal del segmento, que forman parte de la reglón CDRS (Jorgensen el al,
1992). Este no es el caso en los segmentos predominantes en las respuestas aloespecíficas anti-
B27. Por tanto, el sesgo de segmentos Vi> del subgrupo de homología 4 en los CIL anti.B*2705
y anti.B*2703 podría deberse a la presencia de motivos estructurales comunes en las regiones
CURí y CDR2 ya que estas regiones se supone que interaccionan con la molécula de lILA
(Davis y Bjorkman, 1988; Chothia et aL, 1988; Claverie cf aL, 1989; Hong el cii, 1992). Para
tratar de identificar tales motivos se efectuó una comparación de las secuencias de las regiones
CDR1 y CDR2 de 65 cadenas V~ procedentes de 38 clones anti~B*27O5 y de 27 clones anti-
B*2703 (Bragado e! aL, 1990; Lauzurica el aL, 1992; y esta tesis). Dicha comparación reveló que
en algunas posiciones aparecían uno o dos residuos estructuralmente relacionados, en más del
59 ¡y
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75% de los segmentos Vi> del subgrupo de homología 4 usados por TOR anti-HLA-B27 (Figura
13>. Estos motivos se encuentran en diferentes frecuencias, dependiendo de cada posición, entre
los segmentos VI> de otros subgrupos de homología usados porTOR anti.HLA-B27 (Figura 13).
Para valorar la significación de esta conservación, se comparó la frecuencia con que estos
motivos aparecían en los CURí y CDR2 de los clonotipos anti-B27 frente a la frecuencia con
que lo hacían en PBL no seleccionados CD8~ (Tabla 13) (Akolkar el ~L, 1993). Aquellos
residuos de cualquier posición cuya frecuencia entre los clonotipos anti-B27 era al menos el
doble que en PBL se consideraron como los determinantes mínimos de la selección de
segmentos VI> en esta respuesta. Estos residuos eran los siguientes: Asp/Asn28 en CDR1 y
Tyr47, Ala/Val52 y Asp/01u59 en la CDR2. Los segmentos VP3, Vi> 14, Vi> 17 y VP l3IGRblá
presentaban estos cuatro motivos y eran, además, los más usados dentro del subgrupo de
homología (26/36). Los segmentos Vp13.1/2, Vpt3IGRbI4, Vp12.3 y Vi>13 presentaban tres
de estos motivos y el Vi> 13.4 presentaba tan solo dos, y eran los menos usados dentro del
subgrupo de homología (10/36). Esto indica que el uso de VII en CTL anti-B’2703 o anti-
B*2703 se correlaciona con los motivos en CDRI + CDR2 y sugiere que la selección de dichos
segmentos VI> se debe, principalmente, a la presencia de estos motivos.
La mayoría de los motivos descritos no aparecían en ios segmentos Vi> de otros
subgrupos o aparecían en baja proporción (Asn2S lo hace en dos ocasiones) en los clones anti-
HLA-B27. Elio sugiere que estos segmentos no han sido seleccionados por presentar los motivos
relevantes de los CDR1 y CDR2 del subgrupo 4. Una posible explicación para la presencia de
segmentos Vi> de otros subgrupos diferentes al 4 en los CII.. anti-B27 seda que los TCR
correspondientes son seleccionados en base a otros elementos estructurales y no a los segmentos
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Figura 13. Comparación de la secuencia de aa de las regiones CDR1 y CDR2 de los segmentos
Vi> usados por CTL anti.B*2705 y anti.B*2703. La delimitación de las regiones CDR se hizo de
acuerdo con Chothia el aL, 1988. Lossegmentos VI> están agrupados en subgrupos de homología
(s.S.). En la figura se indica el número (N) de clonotipos en los que apareció un determinado
segmento Vp, así como el número total (T) de segmentos de cada subgrupo. En las posiciones
en que uno o dos residuos estructuralniente similares estaban conservados en ¡uds de 27 CI’L
(75%), éstos se indican en la parte superior y están recuadrados en las secuencias. En negrilla
se indican los motivos que aparecen en clonotipos anti-B27 con una frecuencia más de dos veces
mayor que en PBL CDS4 (ver tabla 12).
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Todos % en PBL’
(N=659 CDS
Media4
D + N 33(92%) 33 (51%) 31 1.6
27 M i- L 33 (92%) 38 (59%) 34 [8
28 D+N 35(97%) 37(57%) 23
29 H 36 (100%) 56 (86%) 76 11
30 D + E 30 (83%) 34(52%) 39 13
CDR2 47 Y 29 (81%) 29 (43%) 20
48 Y + F 36 (100%) 44(68%) 52 1.3
49 S 36 (100%) 37 (57%) 42 1.4
52 V+A 31(86%) 31(48%) 22 LI
57 K 34(94%) 44 (68%) 53 [3
58 G 36(100%) 56 (86%) 75 1.2
59 D + E 36(100%) 36(55%> 28 2
60 V + 1 36 (100%) 49 (75%) 54 1.4
Residuos estructuralmente relacionados que aparecen
subgrupo de homología 4 (Figura 1).
2 Número y porcentaje de segmentos Vi> que presentan
en más de 27 (75%) segmentos V~ del
un mocíva particular en e] subgrupo de
homología 4 o en el total de segmentos Vi> de los clonotipos anti-B27.
~Suma del porcentaje de uso de las subíamulias VP que expresan el motivo
una posición determinada en PBL Cl)8~. Basado en Akollcar el g, 1993.
~% in todos los anti-B27 / % en PBL CD84. Los motivos para los que está relaci6ti es mayor






5.1.- La variabilidad del TCR en las respuestas alorreactívas contra I{LA-B•2705 está limitada
por restricciones a ¡núitlples nIveles en ambas cadenas a y 9.
5.1.1.- DistInta contribución de las cadenas a y 9 dcl TCR. al alorreconoclmlento.
El análisis del repertorio de TCR implicado en la respuesta anti-Bt2705 se abordé para
definir las siguientes cuestiones: 1) las reglas que gobiernan la selección de las cadenas a Y 9,
2) la contribución de las cadenas a y ¡3 a la aloespecificidad, y 3) la influencia del respondedor
en el use de TCR en estas respuestas.
La selección del TCR opera a tres niveles y en diferentes elementas estructurales: las
cadenas « o I> completas, solo en los segmentos Va o VI>, y restringiendo la diversidad de la
región CDRS de las cadenas a o fI. Sin embargo hay algunas diferencias importantes entre las
cadena a y ¡3. Dos resultados de esta tesis indican que, aunque la cadena a o elementos
estructurales de la misma, pueden ser esenciales en el reconocimiento de algunos epítopos
alorreactivos, en general la cadena ¡3 juega un papel preponderante en esta respuesta y está
sometida a restricciones de uso más estrictas. Estos resultados son los siguientes: 1) La relativa
frecuencia con que cadenas ¡3 idénticas o altamente similares se asocian a cadenas a dispares,
y 2) la mucho mayor selección de segmentos VP, en relación al sesgo de VI>.
La asociación de la misma cadena ¡3 cori cadenas a distintas es posible porque los genes
9 reordenan y se expresan antes que los genes a (Groettrup y von Boehmer, 1993). Este tipo
de asociación se ha descrito en respuestas restringidas especificas de péptido (Taylore! a41990;
KeIly el aL, 1993), pero esta es, en nuestro conocimiento, la primera vez que se observa en una
respuesta alorreactiva. El hecho de que ocurra en clonotipos con especificidad fina muy similar
indica que la cadena ¡3 es la que determina predominantemente en estos clones la especificidad
del TCR, por lo menos frente a HLA-B27. E! hecho de que afecte a 4 de los 15 clonotipos
analizados en SR, y que uno de los clonotipos sea idéntico en 6 clones de CTL, sugiere que los
determinantes en cuyo reconocimiento esta cadena p está implicada, son fuertemente
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aloestimulatorios para el donante SR ki pitio. De forma análoga, el hallazgo recurrente, incluso
entre individuos diferentes, de cadenas ¡3 con segmentos vgi y JI> iguales, y reglones N+D9 que
difieren tan solo en 1 ó 2 residuos asociadas a cadenas « diferentes, de nuevo sugiere una
selección de los correspondientes TCR en base principalmente a la cadena ¡3 Datos recientes
sobre la secuencia madurativa de las poblaciones pre-T en humanos permiten distinguir dos
poblaciones: la pre-T 1, CD4tCD8 y la pre-T II, CD4~CD8~. La expresión del pre-recepto! T
a (preTa) en poblaciones CD4~CD8 resulta en la expresión de CD8, dando lugar a la población
CD4~CD8~. En esta población pre-T II, donde la expresión de los genes a no ha empezado, el
preTa/TCRP se expresa en la superficie celular junto con CD4 y CD8 (M.L. Toribio,
comunicación personal). Si en este estadio el preTa/TCRP interaccionara con las moléculas de
clase 1 o clase II y ello influyera en la selección del repertorio T, ésto explicarla la mayor
restricción de la cadena [3que de la cadena « del TCR en el reconocimiento alogénico de lILA-
B27.
El uso predominante de segmentos VI> del subgrupo de homología 4, de forma
independiente del respondedor y de epitopos particulares, es la característica más conservada
del repertorio de TCR reclutado en las respuestas anti-HLA-B27 e implica probablemente un
papel predominante de estos segmentos en el reconocimiento de dicho antígeno. Esta
característica se reveló ya en estudios iniciales anteriores a esta tesis desarrollados en nuestro
laboratorio (Bragado e! aL, 1990; Lauzurica el aL, 1992) pero su caracter general no pudo ser
establecido debido al número bajo de CTL de respondedores individuales analizado entonces.
Como se mencioné en los resultados, aunque algunos segmentos VP de este subgrupo
se encuentran en cadenas ¡3 idénticas o muy similares de clonotipos distintos, el sesgo de Vi> es
independiente de otros elementos de la cadena ¡3. Un uso restringido de segmentos VI> asociado
a una gran diversidad de la región CDR3 de la cadena P,y de la cadena a se ha descrito en
respuestas restringidas específicas de péptido (Casanova el aL, 1991; Boitel el aL, 1992) lo que
sugiere que para algunos epitopos péptidicos el segmento V~ es critico. Sin embargo, una
diferencia importante entre estos datos y los presentados en esta tesis es que en los CTL anti-
B*2705 la selección de la cadena ¡3 no está asociada a un patrón de especificidad fina
determinado y, por tanto es muy improbable que esté determinada por motivos antigénicos
asociados a péptidos. Nuestros resultados sugieren que el sesgo de segmentos VP está
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determinado por la propia molécula aloantigénica, de acuerdocon los modelos que predicen una
mayor interacción de los segmentos V con las hélices « de la proteína de MHC (ChotIlia el aL,
1988; Davis y Bjorkman, 1988; Claverie el aL, 1989; Hong el aL, 1992) y se correlaciona con
motivos estructurales de los CDR1 y CDR2. Un sesgo de segmentos V(i asociado a una gran
diversidad en la región CDRZ ya se habla descrito en otras respuestas alorreactivas, pero los
segmentos VI> implicados son diferentes (Bill el aL, 1989; Geiger el aL, 1991; Hurley elaL, 1993;
Ooronzyel ¿¿L,1993). Las características de la restricción del repertorio a nivel de segmentos V13
sugiere la posibilidad de manipular las respuestas alorreactivas anti-HLA-B27 mediante
depleción de los linfocitos T que expresan dichos segmentos. El efecto y posible valor terapéutico
de dicha manipulación podrían ser explorados experimentalmente.
A diferencia de las cadenas I>,el hallazgo de TCR con cadenas « similares asociadas a
13 dispares fue menos frecuente, puesto que solo se encontraron dos pares de clonotipos, ambos
del mismo donante, con estas características (CTL 33569 y 1ISRY/4OSRY, y CTL 58GRK y
1220RK). Además, el sesgo de segmentos V« se reveló mucho menos estricto que el de VI>,
asociado a individuos y a especificidades finas. Ello sugiere quelos elementos Va predominantes
podrían haber sido seleccionados por determinados epítopos. La selección de segmentos
estructurales de la cadena a por algunos determinantes aloespecíficos es probablemente la causa
de que el sesgo de VI> no sea aún mayor. Esto es sugerible porque: 1) tres de los cuatro TCR
que comparten similitudes en las cadenas a (CTL 33569 y 1 1SRY/4OSRY, y CTL 5SGRK y
1220RK) usan segmentos VI> de subgrupos distintos del 4, y 2) por la asociación negativa de
Va7 con dicho subgrupo (ver apdo. 4.1.5).
En conclusión, nuestros resultados sugieren que los mecanismos que intervienen en la
selección de segmentos Va y VI> son diferentes y que la contribución de las cadenas a y [3a la
aloespecificidad no es equivalente, siendo la última mayor.
5.1.2.- La seleccIón a nIvel de las reglones CDIU refleja un número lImitado de epitopos
lrnnunodonilnantes asociados a p¿ptldo.
Un tercer nivel de selección se produce a nivel de las regiones CDR3. El patrón de
restricción es similar en ambas cadenas pero afecta a elementos estructurales diferentes: la




a nivel de Ja pero no en la región N. Esta asimetría podría explicarse porque el número de
segmentos Ja en línea germinal es muy superior al de JI> y su contribución a la diversidad de
CDRS « es por ello mayor. En ambas cadenas hay múltiples motivos N+D13 o segmentos Ja
recurrentes, cada uno de ellos compartidos por un pequeño número de clones de forma
independiente del donante, y normalmente no se encuentran asociadas a segmentos VP o Va
similares. Si asumimos que las regiones CuliS intervienen principalmente en el reconocimiento
de los péptidos unidos al MHC (Chothia el aL, 1988; Davis y Bjorkman, 1988; Claverie el al,
1989; Jorgensen el aL, 1992) este patrón seria consistente con la intervención de múltiples
motivos peptidicos en el reclutamiento de CTL anti.B*2705. Sin embargo, el hecho de que
muchos de los motivos N+DI> o segmentos Ja se encuentren en más de un clonotipo indica una
marcada restricción de la diversidad en las regiones CDR3 y sugiere que los epítopos asociados
a péptidos inmunodominantes no son extremadamente diversosen las respuestas anti-HLA-B27.
Esta conlusión es algo inesperada en vista de la gran diversidad del repertorio de péptidos
unidos a B*2705 (Jardetzkyel aL, 1991). Es posible que solo una fracción de estos, por ejemplo
aquellos péptidos que se unen con alta afinidad, sea realmente inmunogénica, debido a la fuerte
correlación entre la afinidad por MHC y la inrnunogenicidad (Sette el aL, 1994). Además es
probable que un número indeterminado de epítopos alorreactivos, impllque motivos comunes
a múltiples péptidos (Rótzschke el aL, 1991).
Aunque no hemos analizado la distribución de los segmentos Ja en PBL de los donantes
GM y SR, en un estudio previo se encontró una baja frecuencia de segmentos Ja individuales
en poblaciones de células T no seleccionadas y no se observaron variaciones estadísticamente
significativas entre individuos (Moss el aL, 1993> El uso restringido de segmentos J« no se debe
a una exigencia estructural en la unión Vi independiente de antígeno, como ocurre en otros
casos (Roth el aL, 1988), ya que en nuestro caso no está asociado al uso recurrente de otros
segmentos V. Clones que presentan segmentos Ja relacionados tienen diferentes regiones
N+Dp, y viceversa. No se han encontrado CTL que presentaran motivos compartidos en el
CDR3 de ambas cadenas. Esto indica que la selección dejos motivos del CDRS se produce de
manera independiente en ambas cadenas « y ¡3, dependiendo de cada receptor determinado, y
sugiereuna interacción preferencial de epitopos particulares de células T con los motivos CDR3




5.13.- Base molecular de la reaccIón cruzada entre HLA-B27 y HLA-DR2.
La reacción cruzada entre RLA-B27 y H¿LA-DR2 no parece determinada por las hélices-
a de estas moléculas, ya que en esta región ambas moléculas son muy distintas, lo que no
excluye que se produzcan interacciones entre el TOR de los clones que presentan esta reacción
cruzada y las hélices-a. Puesto que el motiva compartidopor estas moléculas eauna combinación
de residuos inaccesibles al contacto directo con el TOR es probable que la reacción cruzada
implique el reconocimiento de un mismo péptido o de péptidos con motivos similares unidos a
HLA-B27 y HLA-DR2Dw2. La presentación de un misma péptido vital por antígenos de clase
Iy claseII ha sido descrita anteriormente (Perkins etai, 1989; Perkinseíai, 1991). Este modelo
de reconocimiento peptídico es también sugerido por los motivos comunes encontrados en las
regiones N+D¡3/Jp del TCR de clones anti-B27 y anti-DR2 (Figura 9) ya que esta región del
TCR está implicada en el reconocimiento de péptido.
5.2.- El análisis del repertorio de TCR en las respuestas alorreactlvas contra HLA-Bfl7OS revela
que este subtipo conserva la estructura antígénica de B2705.
5.2.1.. Los epítopos privados son poco frecuentes en B2703: ImplIcacIones para la unIón de
péptídos a este subtipo.
Una característica de la respuesta alorreactiva anti~B*2703 es la bajafrecuencia dedones
que no reconocen en reacción cruzada a otros subtipos de HLA-B27. En nuestros estudios
previos (López el aL, 1994) la mayoría de los CTL anÉi~B*27O3 presentan reacción cruzada con
B*2705, y más raramente, con otros subtipos. Solamente 6 de los 36 Cli anti.B*2703 Usaban
exclusivamente las dianas de LCL que expresaban B~2703. El análisis de los correspondientes
lCR, reveló la existencia de solo cuatro clonotipos diferentes, dos de los cuales compartían
además una misma cadena 13 y poseían la misma especificidad fina con mutantes. Esto implica
una restricción de epitopos privados de Bá2703 aun mayor de la deducida de los análisis de
panel. Además, la mayoría de estos clonotipos conservaban la capacidad, aunque disminuida, de
reconocer B*2705 expresado a muy altos niveles en células transfectadas, Tan solo un clonotipo
(39GLM) mostró una ausencia total de reconocimiento de B*2705. Estos resultados Indican una
ausencia casi total de epftopos privados en B*2703.
La escasez de epitopos privados en B*2703 tiene implicaciones importantes para
interpretar el efecto del cambio (Tyr—Ris5V) en este subtipo sobre la unión de péptidos. Dicho
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cambio altera la unión del extremo amino-terminal de los péptidos a la molécula de HLA~B27.
Como consecuencia de ello, los péptidos que se unen a B*2705 con baja afinidad pueden no
unirse a B*2703 o hacerlo con muy baja eficiencia (Villadangos el aL, 1995). Esto explicarla, en
parte, la pérdida de epitopos aloantigénicos en B~27<J3 en relación a B*2705 (López et aL, 1994;
Villadangos el aL, 1995). En principio, otros péptidos que aun conservan la capacidad de unirse
a B*2703 podrían ver alterado su posicionamiento en el sitio de unión de péptido como
consecuencia de los requerimientos estereoquimicos de las interacciones en la subcavidad A de
B*2703. Esto implicaría posiblemente una alteración conforniacioflal de los epítopos
correspondientes en B*2703 y por tanto la generación de nuevos determinantes antigénicos.
Puesto que este no es el caso, sino muy raramente, debemos concluir que el cambio en B*2703,
aunque afecta a la afinidad de la interacción HLA-B27/péptido, permite, en la gran mayoría de
los casos, la misma orientación de los péptidos en el sitio de unión de B~2703 y B*2705,
5.2.2.- Analogías y diferencias entre las respuestas Bfl7O3 y B”2705: sImilitud antígénica entre
subtipos e Implicaciones para su asocIación con enfermedad.
El uso de TCR en CI’L anti~B*2703 es similar al de las respuestas anti~B*27O5 en lo
siguiente: 1) mayor diversidad en las cadenas a que en las [3,2)uso predominante de segmentos
V[3 del subgrupo de homología 4 de forma independiente del respondedor, 3) uso restringido
de algunos segmentos Va, dependiente del respondedor, 4) restricción de la diversidad N+DI>,
consistente en motivos compartidos por unos pocos clonotipos y 5) heterogeneidad restringida
de segmentos Ja. Estos resultados demuestran la aplicación de reglas similares en la selección
de TCR alorreactivos por B*2703 y B*2705. Frente a estas similitudes también se han
encontrado algunas diferencias. La primera está en el uso de las subfamilias Va: mientras que
Va 14 está incrementada entre los CTL. anti~B*270S del respondedor CM, no se ve ningún
incremento de esta u otra subfamilia en la respuesta anti~B*27O3 de este respondedor. Frente
a esto, Va 14 aparece incrementada entre los CII, anti-B’2703 del respondedor DL. La segunda
diferencia es que algunos de los motivos recurrentes de la región N + DI> en los dL anti~B*27O3
(RA, OTO, etc) se encuentran también entre los CIL de la respuesta anti.B*27O5, pero otros
se detectan solo en la respuesta contra uno u otro subtipo. De manera similar, de los 19
segmentos Ja usados por los CTL anti.B*27O3, 12 (63%) se encuentran en CTL anti~B*27O5,
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Que los TCR anti-Bt27O3 compartan con los anti.B*2705 motivos estructurales en las
regiones CDR3 a y (3 sugiere que los epítopos asociados a péptidos en ambas respuestas
solapan, lo que concuerda con el gran número de células T que reconocen en reacción cruzada
ambos subtipos (López elaL,1994), con sus similitudes en la especificidad de unión de péptidos
(Tanigaki el aL, 1994; Villadangos el aL, 1995) y, como se ha mencionado en el apartado
anterior, con que los péptidos se unan a ambos subtipos con una disposición espacial muy
similar. En su conjunto el análisis de TOR proporciona evidencia molecular de la similitud
antigénica de B*2703 y B’2705, y sugiere que ésta es debida tanto a la similitud estructural de
ambas moléculas, como a que comparten un elevado número de epftopos asociados a péptido.
Las diferencias entre B*2703 y B*2705 se pueden explicar por la diferente relevancia
inmunogénica en cada subtipo de epítopos comunes a ambos. Esto se podría conseguir, por
ejemplo, a través de distintos niveles de afinidad, expresión o ambas características, de
determinados péptidos presentados por ambos subtipos.
La diversidad de los TCR anti~B*27O3 es similar al de los TOR anti-Bt27O5. Esto sugiere,
que a pesar de que la antigenicidad de Bt2703 es defectiva en relación a Bt2705 (López el aL,
1994, Vifladangos ti aL, 1994), la complejidad antigénica de B*2703 es suficiente como para no
imponer mayores restricciones que B*2705 en la selección deTCR aloespecíficos. De hecho, los
perfiles de HPLCde los péptidos unidos a B*2703 y B*2705 en las células l{My2.C1Rpresentan
una complejidad parecida (datos no publicados de nuestro laboratorio).
Aunque B*2703 no se ha asociado a las espondioartropatías en los estudios de población,
esto podría ser debido al hecho de que este subtipo es predominante solo en la población de una
parte de Africa donde las enfermedades asociadas a B27 son extremadamente raras (Hill el aL,
1991, Khan el aL, 1995>, por lo que es difícil realizar estudios epidemiológicos adecuados.
Basándonos en las similitudes en las respuesta de células T contra este subtipo en relación a
B*2705 es concebible que B*2703 no proteja de la enfermedad. En relación con esto,
recientemente se ha revelado la existencia de individuos B*2703+ que sufren espondilitis
anquilosante (Feltkamp el aL, 1996).
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523.- SeleccIón de segmentos VI> del subgrupo de homología 4 en respuestas autorreactivas y
antl-bacterianas en artritis reactiva.
Hemos propuesto en esta tesis que el predominio de segmentos Vp del sMbgrupo de
homología 4 en CTL anti.B*2705 refleja un papel de estos segmentos en el reconocimiento do
la molécula de HLA-B27, más que de los péptidos unidos. Que B*2703 reclute preferentemente
el mismo subgrupo indica que el cambio His59 en este subtipo no ahora la estructura de la
molécula o de los péptidos que une de una manera que afecte a la interacción preferencial de
estos segmentos Vp con HLA-B27. Labase de esta preferencia se desconoce, pero es destacable
que los CTL restringidos por HJ..A-B27 específicos de Yersinla eníerocoillica o CTL
autorreactivos aislados de infiltrados inflamatorios de pacientes con artritis reactiva también
muestran un uso preferencial de segmentos VI> del subgrupo de homología 4 (Duchmann a at,
1995). Más aún, en el mismo estudio, la frecuencia de estos segmentos y» entre los CTL
autorreactivos anti-HLA-B27 (57%) es similar a la encontrada entre los GIL alorreactivos anti-
B~2705o anti~B*27O3. La importancia de este subgrupo en el reconocimiento de HLA-B27tanto
en alorreactividad como en las enfermedades asociadasa HLA-B27 permite identificar una diana
potencial para la eventual intervención inmunoterapeútica en transplantes y en enfermedades
asociadas a HLA-B27, una cuestión que podría ser sometida a ulterior análisis experimental.
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6.- CONCLUSIONES
1’) El repertorio de TCR en las respuestas anti.B*2705 y anti-Bt27O3 está limitado por
restricciones que afectan a múltiples elementos estructurales de ambas cadenas, aunque la
restricción es mayor en la cadena I>•
2’) Las restricciones de uso de la cadena I> se efectdan a dos niveles: 19 algunos TCR
comparten cadenas I> idénticas o casi-idénticas, 2~) la restricción de uso afecta a elementos
estructurales aislados tales como V13 o N +D 13. Estos dos niveles de restricción operan también,
pero en menor medida, en las cadena a.
33) En las respuestas alorreactivas anti-B~2705 y anti~B*27O3 hay un uso preferente de
segmentos V(3 del subgrupo de homología 4, que es independiente del respondedor, del epítopo
reconocido, y de otros segmentos de la cadena I>.Esto sugiere que este sesgo está determinada
principalmente por la molécula del aloantígeno.
41) La selección de los segmentos VI> se debepresumiblemente a la presencia de determinados
motivos estructurales en las regiones ODRí y CDR2, que se ponen de relieve por comparación
de secuencia,
SC) El uso no aleatorio de segmentos Va en CIL alorreactivos anti-B27 es dependiente del
respondedor y se correlaciona con determinados patrones de reacción.
6’) La selección de los segmentos Va y VI> es generalmente, pero no siempre, independiente
de una determinada asociación Va/V13.
7’) La diversidad en la región CDR3 I> está limitada por motivos N + DI> comunes, compartidos
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por subgrupos de TCR.
8’) La diversidad de la región CDR3 a está Limitada por el uso recurrente de segmentos Ja, sin
restricción en la región N.
98) Las restricciones en las regiones CDRS sugieren que el número de epítopos alorreactivos
asociados a péptido no es extremadamente diverso.
10’) No se han encontrado CTL que presentaran los mismos motivos compartidos en el CDRS
de ambas cadenas. Esto indica que la selección CDRS se produce de manera independiente en
las cadenas a y I>~ y sugiere una interacción preferencial de epitopos particulares con los motivos
del CDRZ de una u otra cadena.
11’) El análisis comparativo de los repertorios de TCR anti~B*2703 y anti.B*2705 indica una
gran similitud antigénica de B*2763 con B*2705 y una frecuencia muy baja de epftopos
‘privados” en B*2703.
12’) Ello implica que el cambio Tyr-HisS9 en B*2703 no altera significativamente la estructura
molecular de HLA-B27 y, aunque afecta a la afinidad y a la capacidad de unión de péptidos no
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Caracterización de un subtipo de HLA-A2: HL4~A*O213.
HLA-A2 es el antígeno de clase 1 mAs común en humanos (Baur fi aL, 1984).
Actualmente se conocen 16 subtipos de este antígeno (Stromínger el aL,1995). Previamente a
la caracterización de éste, se hablan descrito 12 subtipos de JÁLA-A2 (López de Castro, 1989;
Castahoy López de Castro, 1991; 1992; Reile?> el al, 1992>. El nuevo subtipo se denominé HL4-
A *0213 y se detecté por isoelectroenfoque (IEF) en individuos caucasoides europeas (Guttridge
deL, 1992).
La estrategia experimental para la determinación de su estructura fue la siguiente. Se
extrajo el RNA total de la LCL SLUGEO (HLA-A2, 11; 835, 44; Cw4, wS; DRí) y lpg se
utilizó para sintetizar cDNA con transeriptasa reversa, Como iniciador en la síntesis de cDNA
se utilizó un oligonucleátido antisentido de la región 3’-UT (no traducida), 5’-
GCQMflCAGAAACAAAGTCAGGGfl-3’, que tenía un sitio de restricción EcoRI
<subrayado). Para la amplificación, ademAs se utilizó un oligonuc!edtido de la región Y-VI,
5’GCAAQ~flAGA’ITCI’CCCCAGACGC-3’, que tenía un sitio HindflI (subrayado). Los
productos de la amplificación se donaron en pUC18. se seleccionaron los clones especificas de
HLA-A2 hibridando las bacterias DH5 aF’ transformadas, con un oligonucleétidú especifico del
dominio A2u2(5 ‘-TGGCAGCTCAGACcACCAAGCAC-3’) (Castarioy López de Castro, 199!).
Se determiné la secuencia completa de HL4-A*0213 en 4 clanes de cDNA. Las cuatro
secuencias fueron idénticas (Figura 1).
A *0213 se diferencié deA *0201 (Zemmur y Parham, 1993) en solo tres nucleátidos: 527
(T-.A), 538 (T—A) y 539 (T-.A). Estos correspondían a la segunda base del codón 152, y a la
primera y segunda base del codón 156 respectivamente e implicaron los siguientes cambios de
aminoAcidos: ‘VaI-.01u152 y Leu—Glnl5G. Estos cambios explicaban el patrón de IEF de este
subtipo, muy parecido al de A 0203 (Guttridge a rz¿,1992). Ambos subtipos tenían la misma
Apéndice 1
carga neta, pero difieren en dos posiciones que pueden influenciar el pK de los residuos
cargados vecinos (Figura 2). Los cambios de este subtipo aparecen individualmente en los
subtipos A *0203 (Holmes el aL, 1987; Mattson el aL, 1987) y AW212 (Beich el aL, 1992)
respectivamente. Estos doscambios se encontraron solo en los alelas de FILA no clásicos E~O 101
(Mizumo el aL, 1988) y E*0102 (Koller cf aL, 1988), pero estos tenían una sustitución no
silenciosa en el codón 155. Por tanto es poco probable que A *0213 se originase por
recombinación con estos genes. Aunque hay otras posibilidades, la explicación más sencilla para
el origen deA *0213 es una mutación recurrente en el codón 152 de A *0212, que reintroduce el
mismo aminoácido que en el producto deA *0203. A *0212 sólo se ha encuentrado en Indios de
América del Sur, mientras que A *0213 está en individuos caucasoides. La presencia de estos
subtipos tan estrechamente relacionados en dos grupos étnicos diferentes sugiere un origen
relativamente antiguo de ambos subtipos, anterior a la deferenciación étnica.
Por tanto, A *0213 supone un nuevo ejemplo de generación recurrente de polimorfismo
en determinadas zonas del sitio de unión de antígeno de los subtipos de HLA-A2, lo que apoya
la hipótesis de la evolución dirigida por presiones selectivas de los subtipos de HLA-A2 <Castaña
y López de Castro 1991; 1992), de forma similar a la evolución de HLA-B27 y, probablemente
otros antígenos HLA.
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Exon 1
MAVMAP R~ LVL LL SQl LA L T -s
ATGGCCGTCATGGCGCCCCGAACCOTCGTCCTGCTACTCTCGGGGGCTCTGGCCCTGACC 60
Exon 2
o T W A 6 5 II 5 M E Y 1 1 T 5 Y 5 It P 0 16
CAGACCTGGGCGGGCTCTCACTCCATGAGGTATTCTTCACATCCGTGTCCCGGCCC~C 120
5
a a u ~ a y i a Y O Y Y O O T Q Y Y It 1 36
CGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCAGTGGGaACGTGGACGACACGCAGTTCGTGC~~C 180
OS DAIS QIN HP KA PV 1 3036 56
GACAGCGACGCCGCGAGCCAGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAG~~AG~T 240
PI YVDS E!It KV KA ESQ T E KV 76
CCGGAGTATTGGGACGGGGAGACACGGAAAGTGAAGGCCCACTCACAGACTCACCGAGTG 300
Exon 3
DLST LRGYY NQ SEA GB E T VQ 96
GACCTGGGGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTTCTCACACCGTCCASG 360
It >1 Y O O O Y 6 9 0 W It Y L 1 6 Y E Q Y 116
AGGATGTATGGCTGCGACGTGGGGTCGGACTGGCGCTTCaCCGCGGGTACCACcA~GTAC 420
A Y O G x O Y 1 A L E E » L It 5 Y T A 1 136
GCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAAAGAGGACCTGCGCTT~ACCGC~CG 480
o M A A Q T T K E E Y E A A E E A U Q Q 156
GACATGGCAGCTCAGACCACCAAGCACAAG~GGGAGGCGGCCCATGAGGCGGAGCfi~GaG 540
E A Y L E O T O V E Y L It It Y L E U O K 176
AGAGCTACCTGGAGGGCACGTGCGTGGAGTGGCTCCG~GATACCTGGAG~CGC~»ÁG 600
Exon 4
E W L Q It T O A P E T E 1< T E E A Y 5 0 196
GAGACGCTGCAGCGCACGGACGCCCCCAAAACGCATATGACTaCCACGCTGTaC~GAC 660
E E A T L E O Y A L 5 1 Y P A E 1 T L T 216
CATGAAGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGAGCnCTACCCTGCGGAGAT~~CTGACC 720
U Q It O U E O Q T Q O T E L Y E T It 2 A 236
TGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAGAccCAGGACAcGGAGcTCGTGGAGAc~~caG~ 780
O O O T 1 Q E Y A A Y Y Y Y S U Q 3 Q It 256
~ 840
ExOn 5
Y T O E Y Q E E O L P E Y L T L It W E 2 276
TACACCTGCCATGTGCAGCATGAGGGTTTGCCCMGCCCCT~CCCTGAGATGGGAGCCG 900
5 S Q Y T 1 2 1 Y 0 1 1 A a L Y L 1 a A 296
TCTTCCCAGCCCACCATCCCCATCGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTC~TGGAGa 960
Exon 6
Y 1 t 6 A Y Y A A Y E Y E It E U U O It K 316
~ 1020
UNan 7
a a s x s g A A 5 5 0 5 A Q a 5 0 Y U L 336
GGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCAAGCAGTGAa~GTGCCCAG~aCTGATGTGTCTaC 1080
flan 8
T A O E Y 341
ACAGCTTGTAAAGTGTGA 1098
Pigura 1. Secuencia de nucleátidos y deducida de aminoácidos de

























































































































































































































































Equivalencia de la nomenclatura de los segmentos V usados en esta tesis
con la nueva nomenclatura.
Tras la redacción de esta tesis se ha publicado la nueva nomenclatura de los segmentos
y del TCR en: Arden, B., Clark., S.P., Kabelltz, O., Mdc, T.W. 1995. Human T ceil receptor gene
segment families. Inununogenetics 42: 455-500. En esta tabla se muestra la nomenclatura usada
en esta tesis, la nueva nomenclatura y el nombre de los CTL anti-HLA-B27 donde apareció la
correspondiente segmento y.
Segmentos V~
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difler in Ihe size and cellular origin of the peptides they
bind. Most of Che peptides bound lo class 1 molecules are
8—lo residues long (6—8), whereas diese bound Co class II
are longer and more hewrogcncous in size (9), In addition,
class 1 molecules bind pepúdes derived from endogenously
synthesized proieins, whicli are degraded in he cytosol or
iii Che endoplasmic reíiculum. Such binding is critical br
stability, transport, and ceil-surface expression of the class
1 molecules (¡0—14), Class 11 proteins can also bind sorne
peptides of this origin, but more frequently <bey bind those
derived from exogenousproteins, which are degraded in the
endocytic pathway (15). These differences in the meeha-
nisms of peptide uptake corresporid Co Che funetional di-
chotomy, in which class 1 molecules present peptides from
intracellular Ag to CTL, leading lo lysis of infected 0V oth-
erwise modified largel cehis, whereas class II proleins no-
Uvate Th celis, which atimulate antibody production Co ex-
tracellularAg. However, CTE can also be generated against
class II Ag.
A particular class lAg can present many different pep-
tides (16,17). In spite of íheirheterogeneí(y. these peptides
share structural motifs that are specif¡c for each MHC pro-
tein (7,8). Much evidence suggests thai alloreactive T celia,
which are activated ja response Co celia expressing alio-
geneic MHC molecules, recognize MHC-bound peptides.
However, alloreactive T celis can also recognize as foreign
stmctural features of Che alloantigen molecule itself. The
relative contribution of Che peptide and (he MHC molecule
to allospecifio epitopes rnay be variable, and rnay depeud
on dic particular CTL (18).
Alloreactive T celia can be specif¡c br Che atimulator
alloantigen, but T celia cross-reacting wi(h other alloanti-
gena are also found. The frequency of cross-reactive CTE
in a particular T celí response depends strongiy upon in-
dividual differences among responder donora (19). ‘1’ celí
cross-reactivity usually involves alloantigena from Che
same MHC locus, which correlates with Cheir higher struc-
tural similarity, as compared wi(h Chose from other MHC
loci.
T celIa apecific for either class 1 or cinas II MHC Ag use
Che same lCR genes, suggesting thai Che mechanism of Ag
recognition is similar in boih systems. However, crosa-
reactive CTL showing dual recognition of clasa] and class
II Ag have very seldom been found (20,21). The frequency
of this type of cross-reactivity is difficult Co nasesa because
of Che requirement that cross-reactive CU8~ CTL be suf-
ficiently reactive against Che class II targel in Che abaence
of CD4. We have previously reported three CTL clones
raised against 3*2705 from a single individual, which were
croas-reactive with HLA-DR2 and showed identical fine
specificity palterna (21), Here we sbow that anti.B*2705
CTL raised from an unrelated individual, again crosa;rcact
with HLA-DR2. The fine specificity of Chese CTE differs
from those previously reponed, but the crosa-reaction in-
volvea Che same serologie specificities. Re rectírrent fiad-
ing oíl celis cross-reac(ing between HLA-E27 and ELA-
DR2 sugges(s thai diese twoAg can preseat sorne identical
or structurally related peptides. A atructural motif ahared by
HLA-B27 aud HLA-DR2 proteina was identified in Che
peptide-binding site- It is suggeated thai ibis may be related
lo similarities ¡u peptide presenlation between Chese Ag.
Materlais and Methods
Geil inca and HLA-827 mutanta
Mycoplasma-free human LCL, used as atimulalora in MLC
and as Carget celís were cultured without antibiotica as pre-
viously described (21). Generation of site-direcied mutanis
and their corresponding tranafectanta into Che human cInas
I-deficieiil ccli une HMy2.CIR, as weil as culture condi-
tions for diese cehis, were described elsewhere (22). Ihe
following celí línea (a gift nf Dr. Dolores Jaraquemada,
Badalona, Spain) were also used: DAP-3 is a subline of
murine L fibroblasCa; 53.6 and 33.4 are DAP-3 tranafeo-
tantsexpressing Che DR2Dw2 35*0101 aud 31 * 1501 prod-
ucts, respectively; 53.6 21 and 334 FíO were derived frorn
53.6 and 33.4, respectively, by co-tranafection wiCh hlie
human ICAM- t gene, and express ICAM-1 la addition lo
Che corresponding DR2Dw2 producí. These ccli unes nad
iheircuilure conditions were previously described (23). Ihe
DR2~ ICAM-1 tranafectanta are described in fulí detail iii
a more recent report.3
mAli and FMF analysis
The anti-HLA mAb used in Chis study were W6/32 (anti-
1-lEA chisa 1 moriomorphic dcterminant) (24). MEl (aMi-
HLA-B27 -1- 37 + Bw22) (25), EDU-1 (anti-HL.A cInas 11
monomorphic determinant) (26), L243 (HB.55, anti-
¡-<LA-DR monornorphic determinant) (27), Genox 353
(anti-HLA-DQI) (28), and 37.21 (aníi-HLA-DP mono-
morphic determinnnt) (29). They were used nC 1/300 dilu-
(ion of ascitio fluid excepí EDIl- 1, which was used nl 1/900
dilulion.
Phenotyping of T celia by FMF axnalysis xvas carried out
as previously described (21), except (bat 1/300 diluliona of
ascilic fluid were used for Che anti-CD3 (SPV-T3b), -CD4
<HP2/6), and -CEJE (39/4) rnAb (30—32).
CTL clones and cytoloxicity assays
The anti-HLA-327 GIL 370RK and 1230RK were iso-
lated afíer atimulation of PBMC from donor CM (FILA A fi
24; 87, 8; Cw7) with Che ECL R69 (HLA-A3, 24; E
*2705; DR3, 5), cloning by limiting dilution, aná selecli<
laraquemada, O.. M. MartE, R. Martrn, A. Wagner. H. II McFarland. and
Rosen.Bronson. iníluerice of ICAM-1/IFA-1 adl,eslon ir, seUf-restricted antig~









































BAS 2 51 2 22 3 4(2) 2(2)
12w9 2.26 57,66 6 2 22 0(3> 0(2)
TEL 11,33 51,54 1,3 2,6 2.— 1 23(12) 13(5>
viv 2,3 35,44 1,2 1.2 1 6(2) 3(1)
4(3) 0(1)
jy 2 7 4,6 0(2) 0(2)
IB 28 60 3 6
SWEIG 29 4002 2 11 7 8(4) 3(4)
VEN 3,31 18,55 3,5 3<2) 6(2)
vOO 1,3 8,56 1 6(4) 4(4)
WT49 2 17 3 3 2 4(l) NO
Dala are expressed as 9’, specific ~ and are mean values of Iho nuniber of exper¡menls given frs pareníheses. PosItivo cytotox¡city values (=15%al
she highest E:1 rallo) are italicized.
Lysls ol LOI 5 and R69 reflecís te anli-HLA-827 reacl¡vlly of Ihis cTL clorse 1331. These dala are included os a control.
by Cheir capaci(y (o lyse B*2705+ ransfectanC HMy2.C1R
celis, but noC he same unCransfecCed celis. Ihe procedure
was detailed in a prcvious report (33).
GIL 370RK was CD349, CD4; CD8~. CTL 1230RK
initially conCained a mixed population of CD4t and CD8~
celís. Ihe CD4~ population was removed hy culture in the
presence of a differenC 8*2705+ ECE, LOIS (HLA-A32;
8*2705; Cw2; DRI), and of Che anCi-CD4 mAb HP2/6 (1/
100 dilution of asciCic finId). Ihe final phenotype of (he
celís was CD3~, CD4, CD8~. and iCremained atable, They
were renamed CTE 123.8GRK.
Growth of T eclIclones wiCh 20 IU/mI of rTE-2 (a giftof
Hoffmann-Ea Roche, Nutley, Ni), 5tCr-re)ease cytotoxic-
ity, mAb blocldng, and coid target inhibition assays were
performed as previously described (21).
(‘GR and sequencing of TCR cONA
Isolation of RNA, generation of TCR-a and -peONA. spe-
cific POR amplification using Ca-, Cj3-, Va family-, aoci
Vf3 family-specif¡c primers, aoci sequencing of amplified
cONA was carried orn as previously described (34, 35).
Results
Fine specificiCy of CTI 370RK and 123.8CRU<
In a previous study. CTE370RK was shown Co lyse target
celís expressing any of (he 8*2701 Co 8*2706 subtypes.
Lysis was mediated by HLA-B27 la alí cases, as dernon-
strated by specific blocking of the cytotoxieity with dic
ME! niAb (33). la tbM study, lysis of the HLA-B2t target
T’TL (FILA-Al 1, 33; B5 1 54; Cwl, w3; 0R2, 6) ~vas also
observed. This was not signiflcantly jahibited by <he W6/32
os MEI mAh; II was totally blocked by dic anti-class II
rnAb EDU-1 and (he an(i-DR mAb.L243, ami not by
anti-DP or anti-DQ1 rnAb (daCa not shown).
The possibili(y Chat GIL 37GRK could have an addi-
tional class Il-directed reactivity was addressed by cyCo-
toxicity esting with a panel of ECE, including (hose ex-
pressing (he known HLA-DR2 sub(ypes (Table U.
Homozygous celís expressing Dw2, but not diese express-
ing other DR2 subtypes, werc lysed. Of 2 Dw2~ heterozy-
gous ECLtested,TT’L bul not VIV, was lysed. However, the
lafler partiahly inhibited lysis of homozygous DR24 celis in
coid target conipetition assays (see bc)ow). Ihese resulta
strongly suggest thai (he anti-HEA-827 CTE370RK spe-
cifically cross-reacCs witli DR2DW2. Two subclones de-
rived from CTE 370RK by !imiting dilution that were an-
alyzed retained dic same dual reaction pattern (data nol
shown), further suggesting that (bis was niediated by one
single T ccl) done.
Fine specificity analysis of CTE 123.SGRK (Table 11)
showed a reactivity patCcm with HLA-B27 subtypes iden-
tical Co that previously described for GIL 370RK (33),
although specific lysis was consistently less efficient with
ah targeC celia. GIL 123.8GRK did not lyse he DR2DW2


















‘ Abbreviations used ir, Ibis papar: PCR. poUymerase chain <cachen.
T CEIL EPITOPE SHARING BETWEE-N HIA-B27 ANO HLA-0R22673
TaIMe II


































































a Dala are expressed as % spec¡<ic “‘Cr.release, and are nican values of (he
Posihive cytoto=icítyvaíces (=15%al he higI,esl E:T ratiol are lialícízed.
mAb inlíibition analysis
The cytOtOXicity of CTE 370RK toward ECE HOM-l
(HEA-82t DR2Dw2~) was assayed in thc presence of
anti-HEA niAb (Fig. LA). Eysis oftbk CargCC ccli was Cotally
inhibited by Che anCi-claSS II monomorphic anCibody EDtJ- 1
and by the aoCi-DR mAb E243 (1-1855), and was not in-
hibiCed by W6/32, anti-DQI, or anti-DP mAb. Tbis dern-
onsCrates that CTE 370R1< recognizes HLA-Dw2 as sug-
gested by the panel analysis.
The role of CD3 and CD8 in (he cytotoxicity of CTE
370RK was also exaniined by mAb blocking analysis (Eig.
IB). Btocking of HEA-B27~ targets by anti-CD3 mkb was
somewhat heterogeneous depending 011 (he subtype, rang-
ing froni total blocldng of lysis with 8*2701+, 8*2703+,
and 8*2705* celís Co no inhibition wiCh E*2704+ celís.
This is in agrecrnent with coíd Carget competition daCa
showingtha 8*2704 + celís are che most efficient inhibitors
of Che lysis of 8*2705+ cells <33). Eysis of DR2~ Cargets
was Cotally irihibUed by anti-CD3 mAb.
Re anti-CD& mAb 89/4 inhibited lysis of alí HEA-
B27~ targe(s, having no effect on lysis of DR2~ celís. Thus,















































7 2 2t2) ND
1,3 2,6 2(3> 0(1)
4,6 0(3> NO
3 6 0(1) 0(1)




nurober of e,<perimenls given ¡rs pa;erilheses.
cíass Il-directed lysis of CTE 370RK. This result is fully
consistent with che dual reactivity of (bis CTLdone toward
HLA-B27 and -DR2 Ag, as sííown by panel and anti-HEA
mAS blocking analyses.
The cytotoxicity of CTE 123.8ORK ioward target celis
expressing che 8*2701 to B*2706 subtypcs was blocked by
anti-l-{LA-827 and anti-CDS mAS, but not by che anti-class
II mAb EDU-) (daca not shown).
Dual reactivity of CTI 3YGRK Ls mediateci by a
single ceil population
CoId target competition experimenta between HEA-827~
and HEA-DR2~ celís (Fig. 2) were carried oca te demo¡í-
strate that che dual reactivity pattem exhibited by CTE
370RK was not caused hy an additional ccli population
puativeíy responsible for che class Il-directed cytotoxicity
Lysis of bot R69 (8*2705+) celís was partially hul sig
nif¡cantly inhibited by CWO DR2Dw2~ targeCs (Fig. 2A)
including the heterozygOus ECL VIV, which was nc
lysed in direet cytotoxicity assays. Ibis inhihition wa
specific, as DR24Dw2 celís cid no’ block lysis. In ch
ccmplcmentary experiment (Hg. 2B), Iysis of ho( BB~
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FIGURE 1. A, inhibition of (he cy<ocoxic¡ty of CFI 37GRK toward <he ECL HOM-1 (HIA-A3: 87; Cw3; DR2Ow2; OQí) by
che anti-HLA mAb WÓ/32, EDU-1, 1-1855 (L243), 8721, and Genox 3.53 (seé Materíais arad Methods <or specificuy of <líese
mAb). Data are means of twa experiments atan EJ racio of 1:1 - Specific 51Cr-release of HOM-1 ira <he absence of mAb ac <hisE:T ratio was 16%. 13, inhibition of (he cytotoxicity of CTL 37GRK coward the specified target ECL (see TaiMes 1 and El br 1-ILA
types) by arai-CD3 <b/ack bars), azni-CO-4 (whitebars), arad anti-CEJB (hatched bus) mAb. ¿Jata were obtained aL an E:T raLlo
of 4:1. Specific 51Cr release for each of che targeccelis la (he absence of mAli was: 360/o (ilE: Ow2~), 220/o (HOM-1 : Dw2fl,
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FiGURE 2. Coid cargecinhibiCion anaiysiso<thecytotoxicltyof CTL37GRK(A andE) and 123,BCRK(C)coward HLA-8274
or DR2 celis. 1-lot targel celis arad cheir 5tCr-speclflc release hy (he corresponding Cli ac an EJ raLlo of 4:1 ira che absence
of compecing coid celis were: A, R69 (8*2705), 540/o; £3, 8SF (DR2Ow2), 40%; C, ECíS CB’2705t 38%. Coid Carget celEs in
A and A were: R69(—), BBF (— — —). VIV (~ — - —), IV ( ), KTY (O----—O), ¡JO •—e—•í, 12w9 (@—@—@), arad
SAS(• • •) JY<827; DR2-) was used as nega¿ive controi.Cold cargetcelis in Cwereas ínAand Bexcept¿hatEClS (—1,
and HOM-1 (— — —) were used instead R69 and 8SF, respeccively. For complete HIA Cypes see TaiMes 1 and II. Data are mean
values of uve (A), Iour (8), arad eight (C) experimencs
(DR2Dw2~) celis was inhibited by R69 much more effl-
ciently chan by coid BBF or VIV celis. These results ira-
dicaCe chac the dual reactivicy of CTE370RK toward HEA-
B27 and HLA-DR2 is mediaced by the same ccli
populacion.
CTL 37GRK recognizes che OR2Dw2 85 producc
To decermine whether che 0R2 molecule recognized by
CTE 37GRK was che BS*01O1 or che BI*1501 product.
murine E cdl cransfeccants expressing each of Chese mol-
ecules plus human ICAM- 1 were used as target celis ira
direct cyCotoxicity assays. As E celís are relaUvely ineffi-
ciení targ~És, a higher E:T rada chan Iii ocJíer experiments
invoiving human targetceíls was used, The results (Fig. 3A>
indicate chat che transfectants expressing che Dw2 RS prod-
ucc, 586 21. baC not those expressing the El product, were
lysed. Lysis of che 5862> celIs was specifical]y inhihited
wiCh <he arad-DR <Mb E243 <data not shown).
This result was further substantiated by caíd carger in-
hibition assays ira which Che HEA-827t R69 ECEwas used
as hot (argeL ccii. As shown in Figure 3R, lysis of Che HEA-
B27~ celís was inhibiced wich che 5136 21 (85 + ICAM-l)
A 6



























FIGURE 3. A, cyloloxicicy of Cli J7GRK againsí HOM-I
(DR2Dw2) (—), 5B6 21 (B50101 +ICAM-1) (— — —), 384
FíO (B1’1501+ICAM-1) (— —), and DAP-3 (un(rans-
fecíed E celEs) ( ). Daca are expressed as percent specific51Cr-reEease and are mean values of cwo experimenís. B, coid
targel inhibution analysis of Che cylolaxicily of CTE 37CRK
boward hol R69 (HEA-B27~) (argel ceEls. CoEd target celis
were: R69 ( ), HOM-1 (— — —), 5B6 21 ( ), 586
(B5’0101) (.... — -t 384 FíO @•‘~.) 3B4 (BlflSOl)
(O— - —O), and DAP-3 (O— —O>. Spec¡Iic cyCo<oxic¡ly of the
hol R69 ceEls al che E:T ratio used of 2:1 ira Ihe absence of
compelirig ceEEs was 84%. Dala ~e mean vaEues of two
experimenís.
celís as efficicn(ly as wiCh the DR2Dw2~ ECE HOM-1, Ic
was less efficieracly inhibited wiíh Che 513.6 carge?, lacking
ICAM-l, The 3134(131) Cransfec<anC5 did not show any in-
hibicory capaciCy, regardless of theirexpression ofICAM-1.
DuaE reaccivity of CTE 1 23.8CRK revealed by coEd
cargec compeCiCion analysis
The possibiíily chat CTL 123.8GRK would recognize DR2
Ag, al(hough Ihis was not revealed by direcC cytoCoxicity
assays, was raised from lis similar reacCion pacCerra to CTE
37GRKwilh HLA-B27 subtypes. This was cesCed hy coíd
carge inhibiCion experimcnts ira which lysis of hoC LO 15
(13*2705+) cells was incasured ira <he presence of cold lar-
gel celís expressiiig (he various DR2 subíypes. As shown
in Figure 2C, 1-EM-! (DR2DwT~) colís inhibited very ef-
ficiera<ly hol (argel íysis. whereas cehis expressing otber
DR2 subCypes showed no inhibi<ory effect. ThaC (he mlii-
bition by HOM-1 was caused by HEA-DR2 is indicaled by
che fací IhaL HO (DR2Dw2 1). which share olber HEA Ag
wich HOM- 1 (see Table 1) cid 110< inhibit hoC (argel ccli Iysis
ira diese assays. This resuil indicates thai CTE l23,&GRK
recograizes HEA-1327 and -DR2 wUh dic same fine spec-
ificily as CTE 3JGRK.
Recognicion of HEA-B27 f3 pEeated sheeC mutaflcs lvY
CTE 37CRK arad 123.80RK
We have previously shown thai mulliple mutations in the
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FEGURE 4. Cytotoxicily of GIL 37CRK and 123.BCRK
against HMy2.CIR iransfecíanís express¡ng l—IEA-B27 mu-
[anís.Resul[s are expressed as che percentage of reEative lysis,
Fn whích the Eysis of each [argelceEE is referred lo filie specific
lys¡s of <he B’27O5~ HMy2.ClRtransfeclan< aL Ihe same E:T
raLlo. DaLa are means of at leas? eight experimenís w¡lh CTE
37GR1< and al leasc lwo experimenCs wich 1 23.8CRK. Resulcs
were obíained al 2:1 (black bars), 1:1 <hatched bars), and
0.5:1 (wbite bars) E:T rallos. Tbe percenc speciíic lys¡s of ihe
B2705~ crans<eccant witb CTE 37GRK was 60% (El raCio
2:1), 44% (1 :1) and 270/o (0.5:1), arad wi[h 123.BCRK was
390/o (2:1>, 300/o (1:1), arad 220/o (0.5:1). Perce,M lys¡s of [he
HMy2.C1 R ceEEs transfected only ~vilhpsV2neo, used as neg-
aCive conlroE, was 10/o in ah experirnents.
370RK, buC charages at posixions 163 and 167 abrogatod
lysis <33). Because of Che accessibiíiCy of Ihese iwo posi-
Cioris, u xvas not possible lo exciude that cheir effecC was
caused by alcering directTCk coraLacCs wiCh the HL,A-327
molecule, Thus, the effect of mucations in (he ¡3-pleated
shee< <loor of the peptíde-binding sile on recognilion by
CTE 37GRK was examined. The single mutanis Y9-
(H—Y), S97(N—*S) D114(H—>D). and Yhlá(D—*Y), as
well as che double Dl 14Y1 16 mutaní, were used in chis
scudy. Tbey were separaCely Crarasfected hiCo HMy2.CIR
celis, arad Cransfectfin(5 expressing high leveis of HLA-B27
by EMF analysis were used as CargeL celEs. As shown ira
Figure 4, lysis of Y9, S97, arad 0114 iransfectants by CTE
370RK was comparable lo os slighíly Iowcr Chan that of <he
wild type. Ira conCraSí. Iysis of che y116 and Dl 14Yh16
mu(ants was oíally abrogated. CTE 123.SORK showed a
similar reacCion pauem witEi hese mutarats, buí lysis ofY9,
S97, arad Dl 14 was more significan<lydecreased. The effeci
of sorne of Ihese mutations on recognition by CTE 370RK
was more closeíy examined by coid (argel inhíbition cx-
perimenis <Fig. 5). S97 and 0114 targets inhibiCed (he Iysis
of hol 13*2705+ trarasfecíants less efficientíy chan coid





















FEGIJEE 5, CoId larget irahibilion of (hecylotoxic¡ly of GIL
370RK wilh HEA-827 mularats. Hol [argelceEis were HMy2.
CE íranslectancs expressing B’2705 (A), 597(8), arad 0114
(C). Specific ~‘Cr-releaseof (he bol arge[ ceEls aL Che E:T raflo
4:1 used, ira che absence of compeling coEcí celEs was 770/o,42%, arad 39% respecciveiy. CoId [argelcelís were HMy2.
Cl E [ransfecLaraLsexpressirag B’2705 4—), 597 (— —
D114 (— ~- — - —), Y116 ( 1, and pSV2neo ( — —) used
as raegalive corairol. Dala are means from two experimenís.
sorne exCerac CTE inceraccion. Figures 48 arad 4C show ChaL
Y116 (arge<s inhibiced (he íysis of hoL S97 arad 0114 celís
sigraificandy aboye HLA-B27 celis. Tbk resulÉ indica<es
<hac recogniCiora of Y1 16 by CTE 370RK was nol tocally
abrogaced, in spice of che observed Iack of kilíing of Ibis
mucanÉ (Fig. 4). Because of heir localion ira che floer of Wc
pep<ide bindirag groove, Chese resulís sCrongiy suggest íbac
(he effecs of che /3 pleated sbeel rnuCants on recognition by
CTE 370RK arad 12380RK are <brough aiCering pepCide
presenlaCiOra.
CTL 37GRK arad 1 23.8GRK use apparently idencical
TCR arad share s<ructurai moClís al che (3-chaira
IunccionaE regions wi<h ocher arali-DR2 TCR
TCR-a arad (3-chain cONA was iradependen(ly oliCained
from CTE 370RK arad 123.8GRK, using Ca- or Gp-
specifw priniers for speciflc reverse (rarascriptiora. cONA
amplificadora was carried ou( using, ira parallel reactions,
one of a seC of Va or V(3 family-specific prirners. arad che
same Ca- or G¡3-speciflc primer. As shown ira Figure 6A,
cONA from bo(h CTEclones was amplified oraIy wi<h V(3 1-
arad wi<h VaI4-specific primers. Partía! V and comple(e
junccional arad J segmeaL sequences were decermined frorn
ah amplifled crarascripís (Fig. 68). Sequeracing corafirmed
(he resulís frorn PCR íyping coracerning the y segmenís
used and furcher iradicaied chal (he a and ¡3 CrarascripÉs frorn
boíh CTL clones were correctly rearraraged and iclentical
over che obcained sequences. Alíhough ideracity of che y
segmenÉs is inferred from che partial sequences decermiraed,
idenciy aL Che juraccional regioras arad J segmenís indicate
cha GTE 37GRK arad 123.8GRK use idenhical TGR. The
a-chaira iracluded a new Vat4 meinher, first found ira Chis
and ocher GTE frornche same individual and the .JalORJaO6
segrnera< (36) in a rearranged forrn wEiich is longer chan
previousLy reporíed. The (3-chaira corisisted of V¡31E,
0/311, 1/31.1, and Cf31.
The sequence of ihe /3-chaira jcinccioraal regioii was com-
pared wi<h (he coa-resporading sequences froiii Éwo oCher
araci-HEA-DR2 TCR (37). As shown ira Table 111. che (bree
sequences share anArg residue ira chejunclionaE region and
an Asra residue fiÉ che J%3 N Cerminus, Ira addition, lite se-
queraces from GTL 370RK arad 123.SCRK share wilh the
C04 araCi-0R2 lCR Pro arad Ecu a! the Vj3-D¡3 and Dj3-J3
junc(ions, respecCivcíy. Ibis laler residue was unique lo
CTE 370RK arad 123.SGRK among ahí of che sequences
from anci-HEA-1327 GTE clones whose lCR have been
examined ira ocírlaborauory <34, 35). CTE 370RK arad 123.
SGRK also use che same 1/3 segmenC ras G04 rearranged ira
an ideralical way.
Discuss¡on
The results in Chis repofl demonsirate Chau HEA-B27 has T
cefi epiCopes ira comnion with í-<EA-DR2. Ihe dual reac-
(ivity described 18 uníikely Lo represeraC a forcuitous finding
of an unusual clonotypic paiLerra. as cross-reaccion of aflÉl-
HEA-B27 CTE wiíh HL.A-0R2 was repor<ed previously
from our laboracory (21). In ChaL stcídy ibree idendcal CTE
clones witb such dual reactivicy were derived againsí
13*2705 from an individual who was urarelated o ihe donor
from whom CTE 3YC3RK arad 123.SCiRK were obíained.
Their fine specificicy wich HEA-827 arad HEA-DR2 sub-
Cypes was differenC from Chal of CTE 370R1< aud 123.
BORK. They recognized oraly 13*2705 arad alí DR2 sub<ypes
excepí Dw ¡2. Ira con(rast, Che GTE reported here recognize
<he 13*2701 Lo B*2706 subtypes buí only IJR2Dw2. Ibas,
aichoughthccross-reaciivcepilOpCS recognized by dic CTE
from (he two doraors are different, Chey invoive dic same
class 1 arad cíass 11 serologie specificities.
As ira íha earlier síudy (21>, class It diiected lysis by Ihe
cross-reactive GTE was independení of CDS, ahthough <bis
molecule was required for Iysis of HEA~B27e carge celis.
Ibis iínpíies a greaherconcribution of the lCR lo dic overalí
avidiCyoflheCTbclone forthe 1-ILA-0R2t cargets relacive
to HEA-1327~ Cargets. Iradeed, tha< araíi-CD3 mAh blocked
Iysis of 0R21 celís more efficientíy (han che Iysis of sorne
of che HLA-l327t targecs is probably x-ela(ed Lo te addi-
cional contributiora of CDS <o avidicy ira Ihe class 1-direcred
Iysis by chis CTE.
It is strikirag thai, both carhier (21) and in Chis sCudy, che
dual rcaccivity was found in various GIL clones of idenúcal
fine speeiflcicy, among a hiraiiced number of anCi-1327 CTE
araalyzcd. Now, Wc have also shiown Ihal GTE 370R1=arad
123.8QRK have apparcntly idencical ‘LCR, probably rep-
resen(ing che sanie clonotype pickecl up lwicc afier limitirag
dilutiora.Tbis couíd siraiply be aconsequence ofovergrowtb
of che particular clonoiype in che buik culture before clon-
A-~-



















FIGURE 6 A, Va arad Vf3 segmenís used by CTE 37GR1< arad 123.8GRK, as dehecled by Soulhern Ho< analysis of PCR-
amplified TCR cDNA. For each done, cONA alicjuo[s were sulijected [o lCR using Va os ‘V%3 famlIy-specific priraiers arad Ca-
or C¡3-specific primers Osee Ma¿er¡a/s ¿md Methods). Ampílfied material was hybrldized wiLh “P-labeled Ca- or Cj3-specilic
oligoraucleo<ides. Thus, che Iocaciori of radinacÉive spocs iradicace Che V sublamilies used by <he T ccli clones. Dots al botb sides
of each aucoradiogram correspond Co mw. markers (1 .kb DNA ladder, Beihesda Research Eaborator¡es, Be(hesda, MD) of
2,036, 1,635, 1,016, 51 6/506, 394, 344, 298, 220, arad 200 bp, respectively. 8, nucleoLíde sequerace of TCR-a arad -(3 cUNA
from CTE 37CRK arad 123.8GRK. Va segrnenC sequences encompass 210 arad 120 bp respectively, alchough only che Iength
available for comparison betweera bach sequences is showra N + Ja and Ca segment boundaries are marl<ed. fhe complehe
sequerace of <he Vf3l A segmerat from CTL 37CRK has been de<ermined (nol showra) and is compared wi<h te porciora
sequenced from CTE 123.SGRK. N + D¡3, 1(3, arad C¡3 bounciaries are marl<ed. The TCR-a arad -p sequeraces liave beeíi
submitted Lo (he GenBank raucleotide sequence dacahase and have been assigraed access¡ora numbers M95394 arad 107294.
ing, but ic mighc also reflect a relaCi’vely high CTE precursor
frequeracy for such cross-reactive epi<ope ira the corre-
spondirag doraors. Why Lhe lyticcificiencies of GTE370RK
arad i23.SGRK are differenC is noc clear. We have not pro-
vided formal proofofstructural identity oves the wholeVa
arad V(3 scgmeraC sequences, buc IC is very uralikely (bat
charages are Lo be found in <he portiona that were not se-
quenced. Iradeed, <his would imply that differerac V seg-
rncrats, belongirag, however, to Che same subfamily, rear-
raraged ira ara identical way ira both GIL clones, generaCiflg
<he same juraccioiial regioras. IC is possible tbat che cwo CTE.
clones differ eithcr ir che surface expressiou of sorne nial-
ecules invoived in <argeL cdl interaction, which wouid ira-
fluence avidicy, or ira che efficieracy of <heir signal [raras-
duchion pathways os lycic niachineries. Bach GTE clones
showed similar expressiora levels of CD3 arad GDS upon
FMF analysis (raoC shown), but other possibilicies were not
addressed.
Tbe recurrerac ñrading of CTE with dual reacCivicy for
HEA-1327 arad -DR2 makes II imponaral Lo define a possible
moleculas-basis for such ¿rcss-reaction. A correla<iora ofche
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reactivity pattern of CTL 3JGRK and 123SGRK was a<-
cemp<ed ira order Lo map s<ruccural rnocifs uniquely shared
1»’ (he HEA-B27 arad -13R2 sulMypes recognized by ¡hese
GTE. Wc first looked br amino acid dilfereraces among che
135 /3-chains from 0R2 subíypes hac could accourat for
seleccive recognicion of DR2lJw2. Arnong DRES producCs.
only D30, 11)37, arad E38 were unique <o Che Dw2-associated
1390101 chaira (Table IV). Residues 30, 37, arad 38 are
equivalenÉ, on che basis of <he predicted class II model, Lo
residues ii6, 123, md [24 of the class 1 molecule, respec-
tively, and would be located in ¡lic ¡3 pleaCed sheec floor of
ihe pepíide-binding sice. Residues 123 arad 124 are con-
served in class 1 Ag and are differenC frorai D37 arad E38 of
Ihe B5*OlOi producí. In contrast, residue ii6 is highly
polyrnorphic among class 1 Ag ané oní>’ HLA-B27 arad
-1344 have Asp nC chis posilion. Furthermore, D7f6 is
preserat ira ah B27 subtypes excepl B*2706 ancl, as we have
shown, is cricical for recograiciora of HEA-B21 by G’l’L


























































highly polymorphic, —D30 being almosí unique Lo <he
B5*0101 product. Ihus, sequence comparisons suggest
chaC D30 from <he BS*OlOi chain could be necessary for
cross-reactivicy with HEA-1327.
We raext plocted the idencical residues be<ween B*2705
and tbe DR2Dw2 43 (135*0101) heterodirner on dic pce-
dicted three-diniensional niodel for class 11(3) (Eig 7). A
number of residues in the a-hehical regions are identical
between both niolecules, bul ¡bey are of little os no van-
abilicy among HEA-tR proCeiraS and form no unique corn-
binacioras cha< could accourac br cross-reacciviCy belween
HEA-B27 arad HEA-Dw2. Ira contrasc, Vive residues located
ii~ two acijacent ¡3-sCrands are idencical becween DR2Dw2
(H5*QlOi) arad HLA-B27. Ibree of Chese residues are pre-
dic<ed tobe pointing coward cbe peptide-bindiiig sice. Tbese
are Y13, H28, and D30 from [he 135*0101 chain, which
correspotid Co residues 99, i14, arad 1)6, respectively. ira
class 1 proceiras. In addition, Y32 corresponds Lo YIIS in
class E Tbk residue is not accessible <o solvení probes ira
che peptide-binding site (5), buc is involved iii coatacts wi(h
residues ira Che al a-belix ¡hac can influerace pepcide bird-
ing <¡y None of these four residues is unique to cicher
HEA-B27 orto che B5*OlOi (3-chaira but, because of (heir
polymorphistn, <heir combinacioli is uraique Lo 1-IEA-B27
(except B2706) arad DR2Dw2 (135*0101). The coraserved
W61 residue from the (3-chaira, which is equivalenc CoW 147
from class 1 Ag, can be included ira Ihis motif because of
ics spa<ial proximicy and because IC is <be oraly a-helical
residue frorn Che ¡3-chain, of <bose comnlor¶ <o HEA-1327
arad -DR2, ¡bat is predicíed as poiratirag into che pepCide-
binding site. Ihe Cwo a-helical residues from Che DR
a-chain thai are ideratical <o HEA-827 and are predicted co
be poincing into ¡he ~~~cide-biradiIIgsiLe are 1355 and D66,
which are equivalent <o residues 63 and 74 of HEA-1327,












































2684 T CELE EPITOPE SHARING BETWEEN HEA-82/ ANO I-ftA-0R2
lable IV
Polyniorphic residues amorag HLA-0R2 subiypes’
$2
6 9 11 13 28 30 31 37 38 47 67 70 71 85 86 96 304 105 108 120 133 ¡35 1-12 357 191
DR850101 f< Q O Y H 0 1 0 1. Y F O R V G E A R T
0585’0102 O N Y
DRBMO2O1 C C N y 1 Q A A y





DRBI’1501 R W 1’ R U Y F 5 Y F 1 Q A Y V Q 5 1< - 1’
ORB1’1502 O
ORBí 1601 Y F O R O
ORSí ‘7602 X’L DR O
5 1 0 M T R
DR8S and ORBI aUcIíc próducts are separateíy compared. Residues thaI are Invarlanl rs bolh olleíic series are noS shown. Slanks indicase Ideotíly o he
conesporadiras reference sequerace $BVOIOI or 811501) ¡o cae>, series. Sequeraces are ¡ron~ Reteseoces 4Y 1049.
FIGURE 7. Scructural sirnilariCies becween HEA-B27 and
- HEA-DR2. The amino acid sequence of <he al ami a2 do-
mairas of i-IEA-1327 was compared with ¡he sequence of the
- - DR al domain arad [he (31 doma!n from ¡he 0RB5*O1 01,
- - respeccively, using <he same allgnment as ira Brown et al. (3)
I&ntical residues be¡weerí hoth molecules located ira areas
of defined sÉruccure are represented by dais on [hepredicCed
three-dimerasional model of class II proteiras (3>. Large dots
-represen( (hose residues proposed as contribudng <o a shared
structura! moLil <bat eculd corafer sorne pepLide presentlng
sirrailarities [o HEA-827 arad HLA-DR2Dw2 Osee text). Num-
bering corresporads lo [heclass II amino ¿cid seqclerace. Ora
[hebasis of [he class 1 niodel (1,5>, of 10 a-helical resklues
ideracical becween both molecules, oraly 3 (residues 55 and
66 from al1 arad residue 61 ftom (31) are predicted lo be
poiracing Loward che pepcicle-bindirag site. Of 6 ideratical
f3-pleated sheec residues, 3 (residues 13, 28, arad 30, ah from
¡31) are poin¡ing toward [hesite, Residues 27 and 29 from [he
DR a-chaira are equivalen< [o 29 arad 30 from class 1 (3),
whose side chairas do no< coratribute te [hepeptide-binding
site (5>.
residues mighc concribuCe to che motif, but they have not
been inchucled because tbeir mutation ira HEA-B2’7 does not
significaracly affecC lysis of [be corresponding cransfectancs
by CTE 370RK (33). 13*2706, whicb differs from 13 *2705
at posicioras 77, 114, 116, arad 152 (38), is recognized by
CTE370RK arad 123.8ORK, ira spite of lacking such motif
(33>. Ihis is IikeIy caused hy cornpensatory effeccs al che
77 and 152 changes, as .mutacions mnirnicking [he 8*2706
changes at positioras ¡16 or ¡¡4 + ¡¡6 sworagly aUcc rec-
ograition by [bese CTE (Fig. 4).
Ihe locadora of Che commori motif between HLA-B27
arad DR2Dw2 ac [he boccom of the peptide-binding site,
inaceessible to direet lCR eoncac<, suggests chaC tlie cross-
reactivi[y patCern of GTE 370RK arad 123.SGRK could be
caused by recognition of peptides chau require Chis siructural
motif for MMC binding. It is also possible [bac [lic simí-
larities feurad in che lCR 9-chaira junetional regioras with
ocher anti-0R2 T cefls (37) IMgIIC be relaced Lo tecognition
of peptide motifs sbared withDR2-bound pe-ptides, by GTE
3YORK and 1238GRK, as juraetional regions are dioug>n
te be oritica)Iy involved ¡u peptide recognitlon (39). Tite
relative contriburion of dic a-helica¡ regions ira CiIC MI-fC
molecule arad che pepCide [o Che inceraaion whh (he lCR
is not knbwn, arad it may be variable for diffcreín ‘[<GR. Our
ínterpretation of [be cresa-reactive pauern of GIL 37GRK
arad 123.BGRK implies that Che a-helical segmenta are noC
<he atructural elements determining Che observed croas-
reacCion, because fliey are largely differerat between 1-lEA-
827 and -0R2, altbough (bis <loes not exciude interaetions
bctween [he a-helices and these lCR.
Iris possible [liar a sanie peptide binas co ]-{EA-fl27 arad
co 0R20w2 because idencical peptides can UnU (o arid be
pi-esenhed 1,>’ class 1 and ciass 11 proteina [O seif-res¡ric¿ed
1 cejJs (40—44), 1-Iowever, peptides with sufflciení simi-
Iarity ira [he residues influenced by tite caminan medí de-
seribed aboye, arad in diese inLeraching with Che lCR could
cUso accounc for Che cmss-reactive pauern. Evidence for
involvement of disúncc pepCides ira crosa-reaccive 1 celÉ
epúopes has been reponed from studics wíLh HLA-B27
mutancs (22, 45).
Ira coraclusion, we have showra recurrerat GIL cross-
reactivity betweera HLA-827 arad DR2 For Che CTEclones
analyzed in chis scudy such cross-reac<ivity can he incer-











pepcides requiriííg an MHG-bindirag rno[if comfllOfl Co
HLA-1327 arad DR2Dw2 arad unique Lo diese Ag. Alchough
we favor [his in<erpre<atiora, alternacivepossibilities iravolv-
¿ng less apparerac relacionships becweeíi HLA-B27, 1-lEA-
DR2, and ¡heir respecÉive bourad peptides cannoL be ruled
ouc. The property of sharing allospeciflc T cdl epicopes
with class II has aoL been described for ocher class 1 FILA
Ag, buÉ analogous findirags in che rnouse (20) sugges[ cba<
¡his propercy mighC noC be unique ¡o l-ILA-1327 in humaras.
Nevertheless, che lirakage of HEA-827 [o ankylosing
spondylitis. a disease chaC mighc have au[oirnrnune coni-
ponenLs, raises [he question of whecher tbe pepLide pre-
sen¡ing simiharicies of HEA-1327 and HEA-DR2 could be
relaced Lo disease suscepCibilicy. Por instarace, iL has been
showra thac a vira) peptide [bat la an immunodorninaflc class
¡-resCricced CTE determinaraL and can also birad Lo ciass II
Ag arad induce class Il-resCricced Th celís conCributeS ¡o
stimula[e the ciass 1-rescricced CTE response co the same
pepCide (43). 1327-associated spondyioarthropti¡hies may be
¡he producC of nra autoimniune T ccli response against a
cissue-specific peptide specifically preseraCed by HEA-B27
in joirac Cissues (46). Thus, it is conceivable [bat, ira mdi-
viduals havirag che appropriace class it Ag, bacteria! pep-
tides mimicking an “archricogenic’ seif-peptide could be
presented by class II molecules <o Tb celís upon irafection
arad eliciC a helper response. This coníd stimulaCe CTEpre-
cursors cross-reacting with HEA-1327 ja joint tisgues. It
might be of interest co evaluace disease associaCiOfl data for
<he possibility [bac[he concomiCanÉ presence of HEA-B27
arad parcicuiar DEi subcypes could irnpiy a relacive risk Co
developing disease greacer chan with HEA-1327 alone.
Note added to proof. A recenÉ report (Nazirov, E
arad E. E, Pospelov. 1991. HEA anÉigeos in paCienLs with
osceoarticular tuberculosis arad chronic hemacogenic ostro-
myeiitis. Orthop. Tras’,natol. Protez. 26:9.) ira which os-
¡coarticular tuberculosis was found Lo be associaCed with
HEA-1327 arad HEA-0R2 ira tJzbeks carne ¡o our actention
while chis paper was beirag reviewed.
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HLA-A2 Ls he mosí ennitraen class 1 ant¡gen u humaras. TWelve sublypes
<ave boca proviously described (López dc Castro 1989; castaño arad López.
de Castro 99]; 1992; Bolich el al. 1992). Wc cave raevt delerro,ined tIñe
sínicíero ofa raeweroe.AÑJ2IS, detecled la a I3rnopoan Caucasoid individual
by isoelectrie rreusing (lEN Gul¡ridge el al. 1992).
FulI-leíagth eDNA wns anaplified alcor reverso crorascriptiora of 1 pg of
RNA from Ihe Lymphoblasloid eclI [¡rae5LUOEO (IILA-A2, II; B35. 44;
Cw4, wS; DR 1). AA uraeransiated region (UTR) derivod aral¡ser,se liLA-A-
specific primer. 5~OCGAATTGAOAAACAAAGTCAOOGfl-3t arad a
borward S tJTR-derived prirater, 5’-GCAAOCTTAOATTCTCCCCK
OACGC-3 - col3tairairag Eco Rl orad Hin dilí siles. respectivcly (uraderlinod),
wore aseeS. Clening arad soteclien of HLA-A2-speeific clones was done as
previeusíy doseribed (Castaño arad López de Castro 1991>. Complete sc-
qtaerices of loar sstctí clones were detormined, arad were iderotical (Ng. 1).
A<0213 dirrors Irorta A0201 (KolIer arad Orr 1985> a only ¡bree rau-
eloetides: 527 (7—mA). 538 (7—aA). arad 539 (T—A). Thest=corresporad so
tIte socorad posiliera of codora 152, arad lo Ihe flrsí orad seecrod posilioras of
codera 156. respeetively. orad in,ply amino atAd changos or val s~ Ce Olvís,
arad Lecísá lo Gínísá. These acceurat for dic ¡EF pallen observed whiels was
very elose Lo thai or Iba A0203 proteira (Outtr¡dge et al. 1992). Boíl, suta-
lypes líave che saine tael clíarge, buí differ att twa posilloas shan can itarluenee
dic pK of raeighbor-clíargod residues (l’[g. 2>. 712 changos ira coderas 152
arad 156 are separaíely proseral ira /r0203 atad ita A’02)2 (Zeratmoítr arad
Ponían, 1993), respeclively. Tísey are ¡ogelber oníy ira HLA-EOJOJ (Mizuno
et al. 1988) arad E<0102 (KolIer el al. 1988). bat these ¿[leles hayo nra ud-
d¡tioraal chonge al ceden 155. Alíhooagh Itere aro other possibililies. Clac
s¡rnplesí one br Che origin of A’0213 a by a recatear pedraL naulalion it
ceden 152 fronj A0212. re-inírodtícitig lite sorne rcsid,ae ¿a ira dic AiO2O3
producí. A’0212 ñas oraly beera «airad ira South Americora tadiatas. That
A0212 arad A<0213 are brota eíírrererat otítroio greups might staggest a reía-
t¡vely oíd erigití of bol), subtypes, predaíing ollinie diversifacation. A0213
j,revides ¡si new exatraple of Ibm apaliní elusíeritsg of HLA-A2 suhtype
polyrtiorpliisíi’ ita a restrieled reglen of he peplide thíding sice. furíher
sítí3poríirag a seloctiora-driven evolíítioíí of lILA-A2 saib¡ypes. (Castaño aítd
López do. Castro 1991; 1992).
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FIg. 1. Necloelido ant? dodtaecd araijíte acid seqoactace el A 0213. Exoras are
itadicated.
fila tít ti?





FIg. 2. Structisraí relatiorash¡p el A0213 ¡o olíter -ILA-AZ subtypos ira lije
reglen ira whicíj A0213 d¡ffers from A~02OI. TIte foar subtypes compared
¡are ideratical otolside this regiola.
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1 Introdiíctioíl
Tcells recogaize ML-IC+pep¡icle complexes at the celí sua-
face. Upon stimulaCion wi[h allogeneic celís, stboragT cdl
responses agaií¶sc MHC alloaratigefls are elicited, which
iravolve recogniCiOn of alloaratigen-bouííd peplides [1—3]
arad of exposed MI-IC procein residcmes. Alloreac[ivelcells
range from being pepcide-specific Co iackíííg peptide speci-
ficity [4. 5], Tite hypervariabie CDRI and 2 regions of che
TCR Va arad VP segmen<s raiay predominantly iraceract
wiCh [he MHG proteira. CDR3 regioras, formed by NI
N-i-D, Ja, arad jP segme¡ícs, are tliought <o iraceract níairaly
with MI-IG-boumid pepCides [6—8].However, Clac coía[ribu-
tiora of V segíneaí(s arad jcíaactioraal regioras to specifici<y is
not independeaít [9—11].
Ntaínerous studies líave shown comiservation of V, J arad NI
NI-D segrnents in pepcide-specific class l-restricted
responses [12]. Ycc iíigh TCR diversity wich only Vfi con-
serva¡iora was feurad among H.2Ko~res[ric<ed CTE specific
for a peptide from Pk,s,nodiunh berghci [13]. Sorne pepti—
de-specific class 11-bestricled responses are also very
diverse [14—16].TCR studies ira alloreac¡ivi[y are far less
numerous. Apparen[ly raon-randcm VjB usage was
observed among few T cdl clones specific foí DF2 [17]or
DRi [18, 19]. VIB skewing, wiclíou( N+D~ or ffl restrie-
[ion, was clearer ira analyses of many more T ccli clones
[(141481
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Rey words: T ceil receptor? Alloreac[iviCy 1 I-ILA-B27
T ccli receptor d¡’versity in alloreactive responses
aga¡nst HLA.B27 (B*2705) 18 Ijinited by multiple-
level restrictions iii both cx and (1 clíalus
The T cdl recepcors (TGR) ira kIEA-1327 (B~’2705) alloreaccivi¡y were araalyzed
ira cytoCoxicTiymphlOcy¡CS (GTE) frorai ¡vio individuals. Noía-random usage was
fotínel ira V~, N-I-DfB, Va, arad Ja, buc raoc in JfB segmemícs or No-regioras. V~3 seg-
meracs from líoniology subgrocap 4 were predoníiraarac arad no[ associa[ed [o a par-
¡icular denor or fine specificity, suggestirag imavolvemerac ira recograizirag Che HEA-
1327 molecule. Ira contras[, preferenCial Va usage ~vasassociaíed wiCh particuiar
iradividunis and fine specifici[ies, indicacing discincc Vf3 arad Va recruitment ant)
con[ributiora [o ailorecogni[ion. RecurrenC N+D[3 motifs arad JasegmeraCs, evera
from differenC donors, LimiCed juractional diversity, suggescing chaC GDR3 usage
was deCermined Uy tbe alloantigeraic epiCope indeperaderaCly of iradividuais. TCR
were selected differently a( various levels, as indicaCed by ¡he followirag findirags.
Feur cionotypes witlx similar fine specificity had identical j3 arad unrelated a
chains. Similar a were associated wi[lí unrelated 3 chairas, arad vice versa. CTE
using V<3 subgroup 4 did not globaliy slíow concomi<an[ predominarace of ocher
TGR elemneracs. Val, one of Che preferred Va segmera[s, was always assocíated
wich V~ suhgroups ocher thara 4. SorneCimes, a TGR showed homology ira ele-
rnerats of ene chaira ¡o a secorad TGR or group of TCR, arad [o another ira che
o¡her chain. These results are best explained Uy differen[ial selectiora of TCR
elcmen[s by differerac epicopes, providirag a key ¡o che inraer s¡ruc<ure of nilospe-
cific TGR repertoires.
specific for 1.A¡~íí2 [20] or DR4 [21], arad ira allograf[-irafilCratirag lyínphocy[es [22, 23]. Studies [bat have exa-
mmcd a clíain usage have generally found high Va, Ja,
arad N-region diversity [18—20].Recently
0 lirnited betero-
geneity of araci-HEA-B35 TCR a arad j3 chairas has been
reporCed [24].
Critical aspects of allorecogni[iora remain obseure. Por
ins[ance, che coratribution of [he MHG molecule relacive [o
peptides, [he role of [be resporader ira shaping alloreactive
TCR repertoires, or tite putacive exiscence of imniuno-
doninant deceríniraants couid alí irafluenceTCR usage arad
liníit its diversity. Besides insighc mCe tite pooriy defined
structurral basis of allospecifici[y, knowing <he rules
goverraingTGR usage iii alloreac<ivity is required to assess
immunotherapetitic intervention ira acute graU rejectiora
<hrough selective abiation or anCagonisrn of alloimmurae
GTE.
Wc líave reporced preferen¡ial VP arad N+D13 usage among
an¡i-B
427O5 GTE [25, 26]. It was not tijera possible <o c m-
pare individual responses. or TGR specafacíty arad struc-
ture. Here, we decermined ¡lic sCruc[ure ofTCR frona araci-
B*2705 GTE of knowra fine specifici[y in [wo imídividuatis ce
address che rules governing I~ arad a chain selection, [he
coracribuCion of each chaira te allospecificicy<, arad [he infla-
ence of tite responder ira determiraingTCR usage. Boch a
arad [3chaira usage was nora-randona, bu¡ there were sigraifi-
cara( differences ira cheir selecciOra arad coratribution Co spe-
ciiici[ y.
2 IVlaterjais ami metltods
Arati.13*2705 CTE clones from [he unrelated donors GM
(HEA-Al, 24; 137, 8; DRí. 3) arad SR (HLA-A3; 29; 87,
0014.2980/9510909.2479$ 10.004- .25/0© VOl Verlagsgcscllschaft nabl-l. 0-69451 Wcinheim, 1995
Etír. J. Imm¡imlOl. 1995. 25: 2479—2485
2480 0. F. ]3arbcr et al.
lbhle 1. TCR a arad 1 gene segments ira produclive <rarascripis from an¡i-13t2705 auLa1
CTL Reactioat patíerra Va Flornralogy Ja ‘4$ [-bornoltigy iii Accessiofl



































7S15/16S15 5, 1,2 855, 856
33S69 5,1,3
1 [,8SLO’> 5,2,3 860































































































































a) Previously reported TGR sequences [25, 40] are marked (*), arad iracluded here br companson. CTL wuth Idencical TGR are
grouped. Glonal reactiora pat<erras are from [27].1-IEA-Bz7stibtype differencesstroragkY affect peptide preserata[ion ¡41], so [bat dif-
fereraces ira fine specificity wi¡h subtypes raitast largeiy reflect recognitiora oídifferent pepíide-dependerat epitopes. Va arad V~31-VP16
raumberiííg is as in [291.V1317-Vjl2O raumbering is os ira [281.Subfamily niembers were assigned when Che partial sequences deler-
mmcd were ideatical ¡o only ono member of <lic subfamily. Resides [lioseshewn. other assigraed rnernbers are: Vaw24 [32]¡u C’I’L
116.SQRK; Val4.B7ORK-[40] ira GTE 5A2, 1220RK, ant) 370RK1123.SORK; V~6GEPA [421ira CTE 116.80RK~ V131310Rb16
[43]ira CTE 17A2; V[17H267.2 [441.in CTE 21869 arad 2SRZ. The Va2 segmerats from CTE 1 ISRY/4OSRY arad 33569 werc dlffercn¡,
• btu clic precise merrabers could raot be assigraet). V scgmen[s are classifkd ira homology subgrocíps, iraclalding those subfarnilies tha¡
líave more titan 50% amino acid sequence idera¡i[y [6].HA: subgroup nol assigmied.
U) Cross.hybridiza(iomi ef [líeVaS primer restalced in amplificalion of a transcrip¡ using Va24.
c) The only a <rarascrip[ amplified ira GTL I3SRG vias ira-brame, but iCs Va segmcrat liad an anornaleus sequerice at Rs erad arad lacked
¡líe Ias¡ Gys ceden (Fig. 1), AI¡hough iracluded itere, chis transcript mnay not cracode a funeciotial polypeptide.
cl) Thiscloraotypc included CrLI2SRF, I2SLGO6OSLG. 4815, lISIS, ant) 37SE0 Whit2h liad clic sameTOR. CTL37SEO liad a very high
• lytic ac[ivi¡y, arad showed weak cross-reac(ioraS wilh subtypes otiter [lían8*2703. CTE I2SRF did ncC cross-reacC wilh HLA-1360 [271.
e) Cross-reac[iora of GIL 11.8 SLG wi[h 8*2702 was weak [27].
44; DR2, 7) were analyzed. Their iselation, culture coradi-
Cioras, arad fine specificity were described [27]. Non-anti-
1327, but othterwise unselectedTcell clones frona tite sanie
individuals were analyzed as controis.
RNA was extracced frona 2 x iQ~ — 3 >< íO~ celís of eacb
GTL done as described [25].TCR a arad [3cDNA was syra-
thesized frona separate RNA aliquoCs from the same
extraccion, using a Reverse ‘lYanscription Sys[em (Pro-
mega, Madison, WI) arad 1 kM Ca-specific (C’ITG-
TGAGTOGAYPTAGAOTC) arad C[3-specific (‘liTIO-
GGTGTGOGAGATGTG) primers, respectively, as mdi-
cated by the manufaccurer. cUNA amplificatioíl was done
as described [25, 26]. V~ subfamily-Specific primers [25]
were macehed te 20 (V[3l Co ‘4320) of che 25 knowra VP
subfamilies [28—31].Va-specific primers [26] were selecCed
era che basis of 22 (Val lo Va22) of [he 32 knewn Va sub-
families [28,29, 32, 3~1- Absetice of bianks indicated tha¡
our priniers hybridize vich [he mes[ cerumen Va and V~
segments. Direci sequencirag of botlt scrarads of a arad (3
cUNA vas done with Sequenase (USE, Cleveland, OH)
asdescribed [25,26]. Sca<istical analysiswas carried ou[ by
the ~2 cesc.
3 Results and discussion
3.1 lCR « ami 13 tusage iii anti~B*27O5 CTL
Arati~B*2705 TCR of known fine specificity from donors
OM ant) SR were analyzed (Table 1). V segment sequera-
1
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-r ccli receptOr tísage ira 1-1 LA-1327 alíore¿aclivity
ces raragirag from [helas[ 33 ¡o 198 bp, ant! complete N-
regiera iatíd i segmerac sequeraces, were determined. Most
CTE had single productive «arad (3chain transcripts. GTE
74GR1< arad 47S69 each shoved ¡ve productive « arad ene[3cranscrip[s. Frequcílcies el clic clonal specificicies arnerag
che CTE araalyzed here are vcry similar lo ¡bose ira (he amtci-
l3~’2705 responses froart which they were derived [27].
Thus, che resulcs described belew reflec( TCR usage ira Che
anci-13t2705 resporases from chese iradividuals iii viho.
3.2 Alloreactive CTL witlí idejí(ical TCR [~clíains sund
distinel « clíadmís. Rcla(iotlSllili (o spceiftc¡ty
Four clenocypes (hereby defined as distirací W[3 cotubina-
cioras of produc¡ive Cranscripts CTL wi<h ideratical TGR
have the same cloraotype, GTE viCh two procluccive a tran-
scripCs are censidered as [veclonotypes ter «-chain usage,
arad as ene clonecype for [3-chairas)frem donor SR had
ideratical [3,buc urarelaced a transcrip[s. They were CTE
12SRF-37SE0, 33.8515, I3SEO, arad t1.8SLG (Table 1
arad Rg. 13. This has been observed ameng peptíde-
specific GTE [16, 34], but ic is, [oour knowledge, che firsc
reper[ ial alloreaccive responses. These C’1’L liad similar
fine specificiCy vich HEA-B27 subCypes <Table 1), indicat-
ing chaL the (3 chaira is.predominanc in deterralining sub[ype
specificity itt [bese CTE clones, a-chaira diversicy did neC
affect subtype specifici[y, buc correlated wi[b cross-
reac<iviCy of these CTL with l-IEA-1360, [361,or nene of
<hese antigema s (T~íble 1). Thaese resu l¡s provide ara example
of dilferera Cliii ce ra¡ ribcít ion of a arad I~ chairas te ~cllospecifi-
city.
3.3 V(~ restriclion amííomíg anhi~B*27O5 CTL is donor
iml<lepCfl(lCflt and noÉ epitope specihc
V segmerais viere elassiñed accordirag ¡o horaíology sub-
groups [6] (mable 1). VP subgroup 4 vas used by 55 (o
60% of che araci-B27 clonolypes from cadí donor (TaU-
le 2). This percentage vas muclí higher Chan among non-
arati-B27 T celis from che sorne donors. Tite dífíererace vas
scatis(ically sigraificarac ira each individual (p <0.05) arad ira
Che ¡otal of boch doraors (p <0.005). No oUter subgroup
sitoved scacistically significanc differenccs conipared lo
concrols ira single individuals, but VP subgroup 3 vas sta-
Cis¡ically decreased (p <0.05) ira Che total of both domíors.
These resulcs indicate prefereralial usage of V[3 subgroup 4
amorag arati.B*27OS CTE in cwo iradependerat deraors. Tb¡s
vas due mainly Ce selection of V[33 arad V(3t4, which are
sometimes corasidered as a siragie subfamily [?8]. The
resul[s confirm our prevíous report witb a Chird unrelated
donor, DL [261. In addition. they indicace thac preferencial
use ofV(3 subgroup 4 ira anci-HEA-B27 responses is doner-
iradependerac.
















































































Va ruJa Va Ja
YFCA VRSAYBWLGSYOL 14.1 RAVT01~
YFCA APGSOACSTOL 9.1 I{AVTO



















VTOA APWGI4S2flHXEh 19.1 ItAVT33
VPOA1-4 LGGOSNYKL 64 RAVT33
VLCAV SIaYSOGYOKV 7.2 A0212
YFOA LSEAROYOKV 3.2.1 >0212
2SRZ YFCAVR DPNOGGKL 7.1 HAVPSG











135E0 VPRT GWTGKL 10 tIAVF29
TECA PLSSASKX 22
5A2 YFCA GPIaNO2YAL 14
17A2 YFCAJ4RP GPGNQF 5493515 LOAS RRGORGID ~ 740R1< yYOAVE DRSNFNXF it. 2
29515 LCASS SLGGAT 5Pta 1195W VFOAIa TGAIJNL ti
17A2 POMO PG74~YA EA 1251W YYcLVGI2 KVNTGPOKL 20.1
135TA VFOAA GSPRYDI(V 8.1
21569 YVCLV VSGANSGNTPIa 20.1
33.9515 VFOAI-IR RAAAAGNEL U
93515 YVCLVGO LGGGFKT 20.1
« igl/re 1. Deduced amino acid seqttences of 3- (A) arad a-chaira (13) juractioraní a-egions ira produclive crnnscripts from anti~l3*27OS CTL
E
?34< G-¡errninai ends of V segmerals, N/N+D[3 regioras, arad N-<craviraal erads of J segmefltS are showmi. V, D, arad J segmeasits ira eaclt
irarascrip<, arad [líecorrespondirag CTL are indicated. CTE having the sarne j3-chain crarascript are speciftcd. except ira che case of GIL
I2SRF Identical [3-chairatranscrip<5 (o thaC ira Uds CTE viere foumícl, togeclíer wilh tite sarre a trarasoripts, ira GIL [2SLG, éOSLG, 4S15.
iMtii <lisis, arad 37SL0, ant) tegetlier wulh differcn< a-chaira trarascripts ira CTE 33.8815, 13SEO, ant) ll.8SEG. Sequeraces are grauped
accordirag te N+Df3 (Panel A) or Jet similarity (Panel 8). Recurrent N+D[3 nto¡ifs arad Ja segmerals are uraderliraed. CTL clones using
(he same V subfamily plus [líesanie J segmerais ira ei¡hcr a Gr p chaimas are boxed. The Va segmemíl frorra CTE I3SRC dilfered froní
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0.33 x 0.55 = 0.18
019 x 0.6 = 0.11
0.19 M 0s4 = 0.016




a) Number arad percera¡age of Vro arad V(3 segmen¡s ira produc¡ive transcripts froní arati.l3>2705 (rl’L arad ita transcripts fromn nora-arati-
B27Tce[lsfromeacli denor. Vscgrnents ira CTLwIÉla identicaITCR, arad Vflsegmemus ira CTE witli two productive a trarascripis viere
ceunted oraly orare. VJI scgmencs (ram GTL wi<h ¡líe sanie [3atíd ditfereral a trarasrripts, arad Va segntents (rení CTE with twa pro-
duccive a transcripts were ceumiled separately. V[3 frequencies ira anti.B*2705 GIL th.a¡ \vere stacislicnlly different (u <(LOS) frorn tlse
respective control are waderlined. ParVo, statisíicnlly sigraificant difíereraces (u <0.01) with uraseleoled PaL ore unde¡-Iincd.
U) Only (beseVa subíamulies appearirag more [lían twice ira the same donor are imídicaiccí.
c) Data frem [331~corresporadirag te 300 preduccive « Cranscripts from PEE of turco unrelaced individuals.
d) Expected froquency amons arati~B*2Y05 clono<ypcs if Va/V[3 associacioxí were randeras. This is cite prodecí of <he corresporadirag Va
arad Vil segnieral Irequencies. Diflereraces be¡ween observed orad expected frequencies are íuraderlined.
e) Frequeracy of V(3 segmeracs front homology subgroups (lís.) e[her tItan 4 in noai-araú-827 TceIls Irom SR.
V(3 subgroup 4 vas ira anti.13*2705 GTE wich widely chite-
rent fine specificicies <Table 1). Tbis wns nec revealed in
cur previous scudy [26] becactse a particular fine specificiCy
was predominant in che set of clones analyzed.
Vp skeving was independeral of ocher [3chaira elentencs: it
V[3 segrneracs associated wiih similar N+D[3 plus identical
.lf3 segraicais are cecinted only a¡¡ce, chope fr-orn subgroup 4
sCill accounc fer more chan 50% of the temí (u <0.01).
ResiricCed VjB usage asseciated vich bigh N+D[3 and a-
chalas diversicy ira peptide-specific responses suggests díac
[heVJ3 segmen¡ is criCical ter sorne peptide epitopes [13,
14]. An irnporcarac differerace betweera chese results and
chose reperced hero is [bat since in ara<i.E*2705 CFE VI3,
¿-estriction does atol correlare witlí fine specificicy, 3< is
unlikely ce be decermiraed by panicular peptides. Qur
resulis slrengly suggest ChaC V(3 segmenC bias is determined
Uy <he alloantigen molecule iIself.
14 Noaí-ra¡tdo¡n Va usage rnnortg anti.~fl*27OSCTL is
donor dependent
Of (he 16 Va subfamilies found ira preductive transcripts
from araci~B*2705 GTE (Table 1>, sorne appeared vich
greacer frequency chan in raon-anti-1327 T celís from [líe
same doraor ev ira FUE frorn ocher individuala (‘Pable 2).
VaN vas ira 33% of Ihe arati~B*2705 clonotypes fi-orn GM,
including titree ot <he 1mw most cross-reactive enes ira titis
donor (Table 1). It was absení ira che raen-arati-1327 T celís
tested, orad ira donar SR. Ira contrasí, Va2D ant! Va? viere
absení ira che CTE Cested frona GM, buí were
recurrení (19% cadi) in SR amad, within tuis donor, in cío-
notypes of lirnuted subtype cross-reactivity or cs-oss-
reactive witlt 13*2702, respectivozly <TabLe 1), Thcy were
abserat (Va2O> or fornid oniy once (Val) among raon-araci-
B2lTcefls frorn ihe sanie donar (Table 2), indicaUng thai
rccurrent Va usage did no< reflect- individual dilferences
cínrelated [o HLA-B27 specificily. TIte frequencies of VrO,
VaI-4, arad Va2O la nora-ant¿-1327 T eclis ítem eaclí donar
viere aol staCistically differera< fí-em Chase ini FUL frdni
echer individunís. En conCrast, Val4 ira OM, arad ‘Val atad
VaZO ira SR viere significancly increased amorag anCi-
13*2705CTL<p <0.01 andp <0.0001, respectivcly),Thus,
unlikev(3, non-random Va usage ira anti~B*2705 CTE was
donor-deperadení arad correlated wi<h reactiora patterns
sharing comon features. Tiala iradicales different V¡3 arad
Va seleccion, and distirací con¡ribu[ioa of [bese segmenís
te allospecificicy.
Wc looked ter correlatiens becween the most frequent Va
arad V(3 segments (Table 2). En CM, Vrci4 was teurad wich
V<3 subgroup 4 os expected from ¡-anclom association, ora
che basis of [heir respective fequencies iii arati.E*2705 cío-
notypesfrom chis iradividualihe santewas faurad forVa2fl
ira doraer SR, Va? was lanar> with Vfl subgroups ocher Chan
4 witis a frequeracy more chan decible thara expecled from
[heir random association, buí similar <o <bat expected ¡1
Va? viere recruited irrespec¡ive of Vfl (Table 2). TIsis sug-
gesís thai tite raegative correlacion with V¡~ subgroup 4 is
due lo he corresporading TCR being prefcrcntially
selected orí Che basis of Val, Thus, che most frequent Va
ant! Vf~ segments arnong nnci.B*2705 CTE viere selected
independently of particular Va/V(3 associatiens.
¡Su.]. !raíanutiol, 1995. 25: 2479—2485
3.5 Recurrení mííotifs ira ~-clíaimíj amíctionní regiomas
N+l)f3 sequcoice diversfly iía arati.B*2705 CTE vias limited
ut Unce levels <Pig. lA). Fmi, as t!escflbed aboye, focir
clifferen¡ cloraotypes from donor SR sítared ideratical [3
chairas. Secorad, [Ureepairs of I~ cranscrip[s used [hesame
V[3 orad Sf3 segrnerats: CTE 21S69 ant! 2SRZ (both froan
SR), 20.8 CRIC ant! ISSRC (Iromn CM acid SR, respec-
Iively), ant! 1000RK ant! 47S69 ([<orn CM ant! SR,
respeccively). N+0j3 regioras ira each pair werc very simi-
lar: ira Che lasC two pairs, tite ~3ehains, alchough from differ-
era[ iradividtuals, differed oraly ira ene arad cwo amino acid
resiclues respecUvely. Ira additioai, CTE SSGRK arad
116.8GRK possessed diffcrent ‘436 ant! [he sanie .J[3 seg-
níeraCs. CTE ira each of Chese pairs sitoved differerac fine
speciíicicy arad nairelaced a chairas (Table 1). These resulcs
iradicaCe [bacanci~B*2705 TGR vich higlíly similar I~ chairas
are recruited independeratiy of specific epiCopes, clonors,
era chairas. Third, sorne ¿3 chairas shoved co,nman N+DQ
mocifs, buc disciract VJB arad JJ3 segmen[s. Ibis suggesCs
epicope-deperadenc seleeden. Iradeed, sorne of clic CTE
frona [besegroups liave related reacCion paccerras wich
HEA-B27 subtypes. For insiarace, CTL Y4CRK, arad (he
I2SRF clonatype viere croas-reaccive only viCh 13*2703.
GTE IOOGRK and I22GRK were bech cross-reactive witlí
13*2702, 13*2704 arad B*2706. CTE 47S69, iOOCRK arad
7S15/IÓSIS were al! croas-meaccive vith 13*2701 arad
13*2702.. fra coticlusíen, recurrerat N+D(3 rnotifs were
mulciple, cadí sitared by few clonotypes, rael denor-
assoeialed, arad ofterí noí associated vich slíared V¿3 ar 1(3
seganeííts. This pacCerra suggests a restricced se[ of imnauno-
dominant pep[ide-associated determinarais ira anci~B*2705
resperases. It is likely [líat, amorag the líigltly diverse
13*2705~bourad peptides [35],oííIy Chase beurad with high
affinity are significan Uy ímmunogeníc, due te carrelat¡qn
betweera MHC binding attini[y arad imrnuraogcnieicy [36].
Araalogeus patcerns of limiced N+D(3 diversiiy bave nec
beetí obseryed ira oclíer alloreaccive responses [18-21]. Ira a
recení scudy [24].two anci-1-IEA-1335 T’GR were ver.y siníi-
lar, orad shawed N+D(3 hornalagy vich twa of Vive [3-chaira
cloraes from ara anci-1335 1 ccli une froní cite same iradivid-
míal. AlChough this pa[erra is differera[ frona Cbat found
amorag arati-l-IEA-1327 CTL~ h also suggescs immunodo-
minanc allostíniulacion by parcicular determinarais.
3.6 «-clíain junetiona! diversity a¡aíd recurrení Ja usage
Tve pairs of cloraocypes liad similar a chairas (Fig. 113).
Thíey used clic sorne Va subfamily (33569 atíd IISRY/
4OSRY, from SR) orN/a segmenís ira [he sorne subgraup
<GTE 5SGRI< ant) 122CRK, frona CM), idencical Ja seg-
rnencs, arad N-regieras of che same er simiiar lengCh. TIte
cerresponding (3 chairas were very diflerent, sugges[ing
recruitmerat hased mainly era theír a chaijis. Tlíree of titese
CTL ased ‘43 subgroups other chau 4, Titas, os with (he
negacive correlation of Val wiCli V(3 subgroup 4 <see
aboye), an explanation te [he use of ocherV[3 subgroups is
cha¡ anci~B*2705 TCR vitese a chairas contribule suffi-
cieaítly te allospecificity can bypass Che requirement for Vfi
subgreup 4.
a-chaira diversicy vas mairaly limiCed by restricted Ja usage
(Fig. IB arad Table 3). Seven Ja segmerais acceurated lar
61% of [he produccíve transcripts from CM plus SR,
Teclí receplor usíage ira l-lLA-F27 atlloreacciviiy 2483




Totaít >/o iii PI3E”t
t/(~/ )c> ~í Q’/ )eI (% >eI
1-IAVTOI 3(25%) 0 3(11%) 1%
1220RK 2(17%) 1(6%) 3(11%) 2.7%
lGRJaO6 ¡ (8%) 2 (125%) 3(11%) 1.3%
1-IAVT33 1<8%) 1(6%> 2(7%) .3%
AC2t2 0 2(12.5%) 2(7%)
h-IAVPJO 0 2(12.5%) 2(7%) 3.3%
1-IAVP36 ((8%) 1(6%) 2(1%) 3%
Total • 8(67%) 9(56%) 17(61%) 13.9%
a) Ja segments appeariag more chan once mi dic CIL arasílyzeel.
Ja 122 CRK has the sanie amino <ioad sequerace ovar [líeieragthí
reported [tíatí ia17.I0 (AA) ira [33]. The ¡otra! frequeracy of
Ilíese Ja segments ira cadí donar or ira batía donars tagelher
~vassignificancly iracreased (u <0.0001) \VliCIí comparecí with
uraseleeced mL.
it) flota from (33].
e> Percent values are relalive <o 12, 16, anO 28 differen( pi-edito-
cive trarascripts from donors CM, SR, or bach, respeccively.
Togetiíer these segments viere expressed ira 13.9% of PI3L
[33]. Thai leur of chese Ja segmcnts vere fornid iii bolIs
iradividuala indicates thac Ja recurrente vas ncC donor-
deperadent. Similar resc¡l[s vere obutined in che two
donors. Five Ja segrnemtts Cha[ Cogeiher acceunted for
.9,3% of PBL vere ira 670/o of the productive <r-anseripcs
frona CM. Six Ja segmencs, accoííraling (oc 12» % of PBE,
were ira 56% of tite praductive tranacripis Vram SR. Tite
increased joinc use of chese Ja segments ira each or ira be[h
doraors, relative te unselecced PBLI vas sta¡istically signif-
kant (p =0.0001).Although Ja segrnents ira PSE from
CM arad SR vere nol araalyzed, a previous analysís failed
to detect sbaiist-ically significarat variation ira Ja usage
arnong iiidividuals [33).There was no cor-ela¡ion between
Ja arad fine specificicy. In most cases, recur-ítrat Ja seg-
monis associaced wiCh urarelated Va segmerats, iradiea<ing
that la skewirag was ncc clac to siruccural corístraints
relaced Co y-) jeining. Tlíese resíílcs iíídicac selective Ja
usage among anti~B*2705 CTE thai israel epitope-specific
oc donor-depcnderau, amad is ncC associalcd vosihh tIte slíaring
of echer lCR elernenta. Ibis type of Ja restrictiorí has miol
beera reponed ira ocher alloreaccive responses.
Tite patierra vas similar Lo N-!-Dfl, ira thai multiple la seg-
ments were each used by few CIE, buc dilfered ira that N-
region diversity vas esseralially uííresíricteci. Vec sinee Ja
are rnueh more raumeraus ¡lían .1(3 segmerats, <heir couítri-
bution tú diversicy 15 larger. As ira (3 chairas, restricted a-
chaira juractional diversity suggescs recagnition of niuhtiple,
but nec excremeiy diverse, pepcide-associa¡ed decermira-
ants. CrE sharing la segmencs liad unrelated N+D(3 regi-
oras, arad í’ice vena. NeTCR with GDR3 homelogy ira boda
chairas vere (mirad. ‘Phis indícaces thac CDR3 selection
acced independently en ehheí- a ev (3 claair<s, arad sugges<s
preferen[ial in¡eraccion of particu]ai- anligenie medís wulh
ei[her a or 13 GDR3 rcgions.
4 Concluding reniarks
HEA-B27-specific TGR diversiíy vas limited aL Linee
leveis aradora differerat struccurai elemcracs: tite vihole a or
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[3cliaira,Va orVf3 segraíencs alerte, arad a or (3 GOR3 regi-
oras. ‘¡‘lacre wcae sigraificant díífereoaces becwecn a ant! (3
chairas. Vf3 arad Va selec[i ojí was clifferent iii Che reluciera-
ship ce cloraer arad fine specificity. (3- arad a—chaira juractienal
diversi<y vas lirni¡ed by recurrera[ N1-D~ ¡iíecifs arad Ja
scgraients, a-espec(ively. ‘Plaese pattem-ras imídicote discimící
coracribuciomís of a arad ¡3 chairas ce TGP. specificicy, orad clif-
Ierera[ial selectiora of [heir sCruciuraj elemenis.
TCR viUlí si nula ri ics ira t lacir (3 cliairas afiera hat! citare ¡acer>
a chairas, ant! vice vea-sa. Iii several irastaracesa ptírcicular
TCR vas similar <o a secorad one iii Che (3 chaira, atíd Lo a
[bird TCR ira ¡he a chaira, [he oLlaer chaima beirag Lararcíated
Uetween cadí ¡mii. Tuis suggests Uaat difíererac allospecific
epi<opes cara recruil discirací eleaneraCs, stacb os a particular
V segmerat er CDR3 rauctil, ira ei[bea- TGR chain. Titis
explairas beclí [he rnulciplici<y ant! asyrnníecry ira ¡he selec-
[iotaof a- orad <3-c!aaira elernerats. Differenc epilopes induce
disciract pa¡Lerats of TGR selecCion ira pepcide-specific
responses [9, 12]. WiLitiaí titeir diversicy, I-ILA-1327 allospe-
cific epicopes raíay ~harepep[ide- or alloaíítigera-associated
struccural rnetifs. Titas, TCR usage ira ti]is response is
decermmraed by tite iraterplay of epitope rnulciplicity, cheir
strucc¡íral rela[ioraships, arad preference cf distinct epicopes
for differeracTCR elemeíats. 1< is [herefúre [íkelythai itere
is no general rule forTCR cisage ir afloreaccivity, Indeed,
whereas nera-raradona selection is gcraeíalIy feurad in such
responses [18—24],Che precise patterras are variable.
Except for Va, limited influerace of [he responder era
skewed usage of eClíerTGR eleníents was iradicated lty che
finding of such elemeracs ira both donors. However
alchough urarelated, GM arad SR shared I-[LA-BJ, ant! Chis
correlated vich sorne siratilarities ira thteir anti-B2? CTE
responses [27]. Thus, ve do nec rule oui an additional
intiucrace on TCR ¡asage ira doners of less-related phcno-
type. Preferred usage of V~ subgroup 4 vas a majeT donor-
orad epicope-iradepemaderat feacure. Use of ocher V(3 sub-
groups vas olcera associaccd vida shared a-chain elemenís.
suggesting thta< a chain-targe[ed sclectioaí was able te over-
come Cite preference fer V(3 subgreup 4. This subgroup vas
neC locirad - acnong 1327-restrieted CTE ítem HLA-Ti2t
iradividuals, ant! ira ene deraer, rnos[ of Clic V(3 sgernents
from Chis subgroup Ventad arnong anti-1327 CTL vere raot
decec[ed [37].It is possible chaL TCR usirag V(3 segmencs
preferred ira iccograiLion al l-ILA-827 os nan-seil muy be
níere or less deple<ed ira I-IEA-13271 individusis, deperad-irag en citeir vuele 1-lEA pheraotype. This migh< cetídiciora
Tcehl responses ira chese i¡ídividuals arad, os long asTcclls
uit iavalved ira yatlaogenesis of spandyloarthropathies [38,
39], iralluerace disease suseepiibiliCy.
Wc 1/u-irak orn- co/leagncs Mark Alíe,; Rafael Bragado, Bego:Tmz
GolocJrn. ami Pilar La¡ízur¡ra for ¡heir helj’. Tbk ayer/e mvas sup-
poned by gratar SAL 91/6408 fí-oní dac Pian Nacional de ¡-ID.
0±8.isa fdftouo’froní lije Fwtdqción Caja dc Madí-id. Wc 1/tora/e
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2Sunim ary
B*2703 is an exceptional HLA-B27 molecule in that it differs from the most
comrnon B*2705 subtype by a unique amino acid change (HisS9) a[tering N-terminal
peptide anchorage. Te assess how this unusual feature affects the antigenie structure of
HLA-B27, TCR usage by alloreactive CTL raised against B*2703 from two individuals
was analyzed. Limited heterogeneity of the few CTL reeognizing B*2703 epitopes that
are absent or altered in B*2705 was revealed by: 1) identity of TCR in two pairs of such
CTL clones, 2) identity of 9 chains, paired te distinct ix ehains, in two clonotypes, and
3) almost identical fine specificity of these two clonotypes with site-specific HLA-B27
mutants. These results indicate that B*2703 ‘private» epitopes are rare. TCR usage
among anti~B*27O3 CTL was analogous as in anti.B*2705 responses in the predominant
and donor-independeflt usage of V9 segments from homology subgroup 4, more
moderate and donor-dependent Va skewing, N+Dp diversity limited by matifs shared
among clonotypes, and restricted Ja heterogeneity. I-Iomology of N+D~ motifs and Ja
segments of anti~B*27O3 with anti~B*27O5 TCR suggested significant sharing ofpeptide-
associated epitopes between both subtypes. The results indicate that allospecific TCR are
recruited by B*2703 following similar rules as in Ihe anti~B*27O5 response, and suggest
that the B*2703 change keeps unaltered much of the antigenie structure of Ihe molecule
relative to B*2705,
31 Introduction
AlloreactiVe responses against MHC antigens are directed against multiple
antigenie determinants involving many constitutively bound peptides. The strueture of
the allo-MHC molecule, to which the responder is not tolerized, is likely to contribute
prominently to the alloantigenie epitopes. For this reason, and also for factors affecting
peptide immunogenicity, such as their expression leVel and affinity for the MHC protein
[1], alloreactive CTL are heterogeneous in Iheir degree of peptide specifieity [2], and
may even be peptide-independent [3,4]. Thus, the basis for TCR selection in
alloreactivity is likely to be different from self-restricted responses both in the role of the
alloantigen molecule atad iii the relevance of peptide-associated motifa.
I-Iigh but non-random TCR diversity has generally been detected in alloreactive
responses [5-12]. We have recently reported that in te anti~B*27O5 response TCR
diversity is limited in a compiex way by restrictions affecting most of the structural
elements of o. and I~ chains, except Na-regíons and JI~ segments [13].
1~ILA~B*27O3 is a subtype with exceptional structural and antigehio properties. It
is unique among class 1 FILA molecuies in the nature of its single amino acid difference
with B*2705, which involves substitution of His for the otherwise conserved TyrS9
[14,15], Tyr59 contributes to stabilizing peptide binding to the class 1 molecule by
interacting with the peptidie N-termini through a network of hydrogen bonds that also
involves other residues in the A pocket of the molecule [16-18]. Disruption of this
network by the 11is59 change in B*2703 leads to defective antigenieity aná peptide
presention relative to B*2705, together with reinforcement of pocket B interactions with
the Arg2 motif of 1327-bound peptides [19-21]. Our previous studies suggested that
B*2703 can present only a subset of the B*27O5~bound peptides and alloantigenie
epitopes, while acquiring few “private’ deterndnants or little capacity to present peptides
4
4not presented by B*2705.
To further investigate the antigcnic features of 8*2703 we have now analyzed the
strueture and usage of the TCR expressed by allorcactive CTL raised against this
subtype. The resulis allow us, by comparison with aur previcus analyses of anti~B*270$
TCR [13,22,23], to assess how the single ehange in B*2703 affects the repertoire of Uit
TCR recruited in the alioreactive response to this subtype and, therefore, its antigenic
structure.
2 Materjals and methods.
2.1 1-ecli clones aud lCR analysis
Anti~B*27O3 CTL clones from two unrelated donors DL (1{LA-A29, 31; B39, 44;
DR2, 7) and GM (HLA-A1, 24; B7, 8; DR], 3) were analyzed. Isolation, culture
conditiona, and fine specificity of Wc CTL usa! in this study were previously described
[19]. Non-anti-B27, bat otherwise unselected 1-ecli clones from Uxe same individuata
were analyzed as controis.
RNA extraction, TCR cDNA synthesis, PCR amplification with Va and V~3
subfamily-specific primers, direct sequencing, aud statistical analysis of gene segment
usage was carried out exactly as previously described [13].
2.2 CTL assays wfth NLA-1127 mutants
For fine specifieity analysis of anti~B*2703 CIL with I—ILA-B27 mutants,
HMy2.CIR transfectants with high expression of 8*2703, 8*2705 or each of 15 8*270.5
site-specific mutants were used as t.arget cetis. (leneration of these transfectants, theír
HLA-B27 expression leveis, and culture conditions have been previously described [20).
A standard 51Cr-release cytotoxicity assay was used [24].
53 Results
3.1 General remarks
TCR were analyzed from 16 and 15 anti~B*27O3 CTL clones of known fine
specificity from donors DL and GM, respectively. ldentity of TCR among sorne of dic
CTL resulted in 15 amI 12 distinct clonatypes, respectively (Table 1). Partia] V segment
sequences ranging from 31 to 240 bp, and complete N/N+D amI 3 segmeíit sequences
were determined. Except CTL 230LM, which showed twa productive a transcripta, aH
the CTL clones analyzed had single produotive a and ¡3 transcripts.
3.2 Limited beterogeneity of CTL reeogn¡z¡ng B*2703 ‘tprivate’> epítopes
Only 6 of 36 anti~B*2703 CTL clones fi-orn donors <3M plus DL did nol lysed
LCL expressing B*2705 or other subtypes in a previous study [19]. The TCR of these
CTL clones were analyzed. As shown in Table 1, the twa CIL clones from DL, I3DCJ
and 31DC3 expressed Ihe sanie TCR amI were therefore a sanie clonotype. CTL
42.SGLM aud 7IGCP, from <3M, werc also a single clonotype. lix addition, diese two
CTL expressed the same ¡3 chain as CTL 74.SGCP, fr-orn the sanie donor, but a totally
unrelated o. chain,
• Analysis of the reaction palterna of CIL 71CCP and 74.SOCP with mi extensive
panel of B*2705 mutants (Figure 1) indicated that these twa CTL recognized B*2705 on
CíR celis less efftciently than B*2703, and had alrnost identical fine specdficity. CTL
39GLM, which expressed an unrelated TCR (Table i), did not recognized B*2705 or any
of the mutants (Figure 1). These results indicate a restricta! hetcrogeneity of CTL clones
recognizing B*2703 epitopes that are absent or altered ja B*2705, TSe>’ also indicate that
the speeíficity of CTL 42.SOLM/7It3CP and 74.BOCP is mostly determined by the ¡3
chain. However, since CTL 7lOCP killed B*2703~ LCL [19] or CLR transfcctarits more
efficiently than CTL 74.800P (see Figure 1 lcgend), a role of the respective a chaina
6in TCR affinity cannot be ruled out.
3.3 Vfi and Va segment usage among anti~B*27O3 CTL
About half of dic anti~B*27O3 CTL analyzed used V(3 segrnents froni homology
subgroup 4 (Table 2). Titis predominance was statistically significant lix each donor
(p=O.05)and in the total froni both donors (p-cO.Ol). V¡313 and V¡317 were Ihe most
frequently used subfamilies, aceounting for 9 of the 14 V¡3 segments from subgroup 4.
These resutts indicate a donor-independent bias in Vj3 usage among anti~B*27O3 CTL,
which is tite same as among anti~B*27O5 CTL [13].
No Va skewing was found in <3M: any panicular Va subfamily was observed no
more than twice among dio 13 productivo o. transeripts from this donor (Table 1). Iii
contrast, Vctl4 was increased (p<O,OI) in DL, as it appeared in 4 (27%) of the 15 anti-
B*2703 elonotypes from this donar (Table 2). VaN was associated with V(3 subgroup
4 with tite frequency expected from randoin association. However, twa of tite CTL
expressing Val4 aNo expressed VfI7, a subfami]y which did not appear lii mx>’ other of
the anti~B*27O3 CTL analyzed (Table 1). Tite frequene>’ of this assoeiation was higiter
tan expected by chance CUable 2). Since tese TCR díd not show homology in othcr
regions, tía suggests that they were seleeted on tite basis of titeir particular Va/Vp
combination. Otiter Va subfamilies were found no more titan twice lix DL, indicating an
otherwise diverse Va usage aNo in tbk donor.
3.4 V13-J$ associations arid restricted N4-D$ diversity
Besides tite sharing of a same ~3chain paired tú unretated a chaina by CTL
42.SGLMl7IGCP and 74.8GCP (see aboye), sorne anti~B*27O3 CTL showed ¡3 chaina
with tite sarne Vj3 subfamily and Jp segment (Figure 2A). V¡3 17 1 was associated tú
J¡32.2 in 2 clonotypes (S1OCP and 12DCJ) and to J¡31.I in 3 clonotypes (420CP,
23GLM, and 7ODCI) from different donas. V¡313.4 was associated to dpi .2 in CTL
7290CP/540CP aud 560LM, from the sarne donor. FinaIly, V~5 was assoc¡ated to J131.1
in the two clonotypes, fr-orn different donors, that expressed this ‘«¡3 segment
(Ó2GCP/630LM and SIDCJ). Sorne clnnotypes with the same Vp-J¡3 combination also
had N+D¡3 regions sharing comnxon motifs. For example, the f3 chains of CTL 8 IGCP
amI 1 2DCJ differed by only 3 amino acid residuos, located iii the junotional region. Ji>
addition, the N+D¡3 regions of CTL 420CP amI 23 GLM shared the RO motif In other
cases the junetiona! regions were unrelated.
As in the anti~B*27O5 response [13], most of the ¡3-chain sequences could be
classified in subgroups, each encompassing few clonotypes, on the basis of shared N+Dj3
motifs (Figure 2A). This suggests that immunodominant peptide-associated epitopes lii
the anti~B*27O3 response are not highly diversa.
3.5 Ja skewing lhnits a-chain junetional diversity
No N-region restriction was apparent among the 28 productivo transcripts
analyzed from anti~B*27O3 CTL. However, junctional diversity was limited by recurrent
Jo. segments: of 19 Jet segments used, 9 appeared in more than 1 clonotype (Figure 2$.
These 9 Ja segments accaunted ¡br 64% of tite a transcripts analyzed, althougb togetiter
these segments are in only 19% of the productive transcripts fr-orn unselected PBE (TaMo
3). This difference was statisticaUy significant (p-cZO.OOOI). Reeurrent Ja were associ.ated
Lo unrelated Va segments, except in CTL 4SGLM ¿md I2DCJ (Figure 2B). Sirnilarly as
the N+D(3 restrictions, this pattern of Ja skewing suggests that rnuch of the anti~B* 2703
response is directed against a relatively restricted set of írnmunodominant peptide-
associated determinants. CTL with recurrent Jet segments ofien did not shared N+Df3
motifs, indicating that recurrent motifs in the junetional regions of o. and ¡3 chains are
selected independently of each other,
84 Discussíon
A striking feature of tite anti~B*27O3 alloreactíve response is the low frequeney
of Cli clones not erossreactive with otiter HLA-B27 subtypes. In a previous study [19]
most of tite anti~B*27O3 CTL crossreacted with B*2705 and, less frequently, otixer
subtypes. Only 6 of 36 anti~B*27O3 CTL lysed exclusiveiy target LCL expressing
B*2703. Tite restricted heterogeneity of titese CTL revealed by analysis of titeir TCR
provides strong evidence that >private> eNtapes or titase that are altered or less expresscd
Qn B*2705 are rare in B*2703.
TCR usage by anti~B*27O3 CTL is similar tú that in anti~B*27O5 responses [13]
in Ihe following features: 1) larger a than ¡3 chain diversity, 2) predaminant and donor-
independent usage of ‘«¡3 subgroup 4, 3) donor-dependent Va skewing, 4) N+D13
diversity restricted by multiple motifs (combinations ofamino acid residues) each sitared
by few clonatypes, and 5) restricted Ja heterogeneity. itt spite of titese similarities, sorne
differences were also observed. A first one was in the use of predominant Va
subfamilies: whereas Vctl4 was increased among anti~B*27O5 CTL from <3M [13], there
was no inerease of ti-xis or any otiter Va subfamity lix Ihe anti~B*27O3 response fram Ihis
donor. in contrast, Va 14 was increased among anti~B*27O3 Cli from DL. Tite small
number of anÉi~B*27O5 a-chain sequences reported from (his donor [23] is noÉ sufficient
¡br a comparison. Sorne of tite recurrent N+D¡3 motifs iii anti.B*2703 CTL (j.c.: RA,
OTO, etc.) were also found aniong anti~13*27O5 CTL [13], but otlier were detected only
un tite response against ono of titese subtypes. Similar]y, of the 1 9 Ja segments used by
the anti~B*27O3 CTL, 12 (63%) were Msa found among anti~13*27O5 CTL. The sharing
of struetural motifs in tite junotianal regions of a and ¡3 chains between anti~B* 2703 amI
anti~B*2705 TCR strongly suggests overlap of peptide assoeiated epitopes, in agreement
with the large 1-ecli crossreactivity between both subtypes [19], and their similarities in
9peptide binding [21,251. Together tite results demonstrate that similar rules apply to
alloreactiVe lCR selection by 8*2703 and 8*2705, ami that tite corresponding lCR
repertoires have a signifxcant homolegy in theit structural elements. Ihe data provide
molecular evidenee for the antigenie similarity between both subtypes, ami suggest that
titis is due both to structural siniilarity of the HLA-B27 molecules, and to signiflcant
sharing of peptide-associated epitopes, The differenees in Va usage and junctional
diversity of anti~B*2703 relative tú anti~B*2705 CTL ecuid be explained by the different
immunogenic relevance in each subtype of epitopes common tú both, without requiring
new B*2703~specific epitopes, Titis could be achieved, for instance, through distinct
affinity, expression leve], or both, of particular peptides presented by both subtypes.
Tite tange of diversity of tite anti~B*2703 lCR analyzed bere is similar to tbat
of the anÉi~B*2705 TCR reported previous]y [13]. Ibis suggests that, in spite of tSe
defective antigenicity of B*2703 relative tu 8*2705 [19,20] tSe antigenie complexity of
8*2703 is sufficient as to impose no more restriction than 8*2705 tú allospecit7ic lCR
selection. Indeed, although of limited resolution for tite many peptides involved, the
I-{PLC profiles of the peptides bound to 8*2703 or to 8*2705 on HMy2.ClR eclis are
of comparable cornplexity (F. García and our unpublished observations).
B*2703 has not been found associated to spondyloarthropathy in population
studies, but titis might be due to tite fact that titis subtype is predominant only ja an
african population in whieh 827-asgoelated disease is very tare [26,27], so that
appropriate epidemiological studies are difficult to carry out. On the basis of the
similarities ira the T-cell response against this subtype relative to B*2705, it is
conceivable that 8*2703 does not protect fron> disease. Indeed, B*2703~ individuals
suffering from spondyloarthropathy ha’ve been recently reported [28].
Wc have previously suggested that tite predominance of ‘«¡3 subgroup 4 in tite
lo
anti~B*27O5 CTL response reflects involvement of these segínents in recognition of tite
HLA-B27 molecule, rather than B27-bound peptides [1311.That the same subgroup is
preferentially recruited by B*2703 indicates that the His59 change lii this subtype dúos
not alter the structure of te molecule or jis bound peptides in a way that affects tite
preferential interaction of HLA-B27 with V¡3 segments of this subgroup. The basis for
this preference remajís unknown, but it is noteworthy that HLA-B27-restricted CIL
speeific for Yers¡nia enterocolitica or self antigens from patients with reactive arthritis
also showed preferential usage of Vf3 segments from subgroup 4 [29]. Moreover, tite
frequency of these ‘«13 segments amorig B27-directed autoreactive CTL clonotypes in the
same study (57%) was similar to that found among anti.B*2705 or anti~B*27O3
alloreactive CIL, The relevanee of this subgroup for HLA-B27 recognition both Ii
alloreactivity and itt B27-associated disease identifies a potential target for
immunotherapeutic intervention that might be worth exp]oring in furtiter depth.
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Cytotoxicity of the anti~B*27O3 CTL clones 390LM, 7IGCP, and 74.8GCP
towards HMy2.C1R trarasfeotant target celis expressing B*2705 or tite B*2705 mutants
apecified in the Y-axis. Mutants are named with tlae single-letter code of the amino
acid(s) introduced followed by the posilion number(s) of ihe mutation, Results are
expressed as the percent relative lysis, itt which tite lysis of each target is shown as a
percentage of the specific lysis of the B*2703+ CiR celis at the same E:T ratio. Data are
mearas of at least three experimenís, and were obtained at 2:1, 1:1, and 0.5:1 E:T vatios
with analogous results. Por simplicity, on[y the values at tite highest E:T ratio are shown.
Percent specific lysis of tite B*2703+ transfeetant at this E:T ratio was 66%, 68%, and
33% with CTL 390LM, 7IGCP, and 74.SGCP, respeetively. Percent speeific [ysis of
HMy2.C1R celis transfected only with the pSV2neo vector was 1% with the titree CTL
clones.
Figure 2
Deduced amino acid sequences of l~- (Panel A) aid cc-ehain (Panel E> junetional
regions in productive transcripta from anti~B*2703 CTL. C-terminal enda of y segments,
N¡N+DP regions, arad N-terminal ends of IT segments are sbown. \I, D, and J segmecits
ira eaeh trarascript, and the corresponding CTL are indicated, Sequences are grouped
accordirag to N+D¡3 (Panel A) or Ja similarity (Panel E). Recurrent N+D13 nxotifs arad Ja
segments are underlined. CTL clones using the same V subfarnily plus the same J





Table 1. TCR o. arad ¡3 gene segmenis in produetive transcripts from anCi~B*2703 CTL~>




























































































NA A0212 14 4 2.1
1 [ORJalO 8.2 1 1.6
7 AC25 8,2 1 1.6
3 I-IAV-r33 w22 NA 1.2
4 HAv’r33 17.1 4 1.1
3 l-IAVPOI
1 ICRJaÓ2 6.1 1 1.6
NA 62119 5,3 1 1.1
6 HAVP29 13.4 4 ¡.2 tJ39l0l1U39l23
3 10R1a14 17.1 4 1.1 1139106/1J39130
NA IIAVPOI 11.1 4 2.2 039I191039143
3 I>IAVPIO 12.3 4 2.3 !J390991U39122


















































Footnotes tú Tahle 1
a) CTL with identical TCR are grouped. Clonal reaction patterfls are froí~ [19]. Numbers
inclicate the subtypes thai are recognized by the eorresponding CTL done on LCL targets
(3 indicates recognition of B*2703, etc). Anti~B*27O3 CTL clic! ¡iot cross-react with noii-
B27 antigens, with three exceptions: CTL 43DCJ (B7, 361), 1 IDCJ (BSS), amI 230LM
(B60, B61). V gene segment numbering was as iii [13] for Val to Vct22 and Vf3I to V~20,
arad as in [30] and [31] for other Va arad ‘«¡3 subfamifles, respectively. Subfamily menibers
were assigned whcn the partial sequences determined were identical to only one member
of the subfamily. Besides those shown, other assigned V segment subfamily members are
tite following: Val4(370RK) [32] iii CTL 7ODCI, 5DCJ, and 230LM, Vaw29 [33] Ii> Cfi.
15DLI-I and 396LM, V~13(IGRb16) [31] iii CTL 28DLJH, and Vj37(IORblS) [31] un CTL
5DCJ. V segrnents are classified in hoinology subgroups (h.s.), witieh include those
subfamilics that have more than 50% amino adj sequence identity [34]. NA: subgroup not
assigraed. Transcripts expresssing Vo.w25, Vaw29, and Vj3w22 were amplified by
erosshybridization of ihe Vo.17-, Va9-, and Vj3S-specif¡c primers, respectively. The
sequences of tite TN+D9 regions of CTL 3.SDLH and 28DL1-l were noÉ detennined.
17


















1 4 (33%> 8 (47%) 4 (27%) 10 (59%) 8 (30%) 18 (53%>
2 0 2 (12%) 2 (13%) 2 (12%) 2 (7%) 4 (12%)
3 0 3 (18%) 1(7%) 2 (12%) 1(4%) 5 (15%)
4 7 (58%) 4 (24%) 7 (47%~ 3(18%) 14 (52%) 7 (21%)












Vo.14 1 (8%> 1 (6%) 4 (27%~ 1 (6%) 7%
Donor Asgociation Exuected frec¡uencv~> Found freciuencv
DL VctI4/V9 h.s. 4
Val4/Vj37
0.27 x 0.47 = 0.127
0.27 x 0.13 = 0.035
2 /15 = 0.133
2 /15 0.133
18
Footnotes to Table 2:
a) Number arad pereentage of Va and Vf3 segments in productive transcripts frorn anti-
B*2703 CTL arad in transcripts from non-anti-B27 ‘1’ cells from each donor. V segments in
CTL with identical TCR, and V¡3 segments in CTL with 2 productive a transeripts were
counted only once. Vf3 segments from CTL with dic sanie ¡3 and different a transcripts, and
Va segments from CTL with 2 productive a transcripts were eounted separately. ‘«13
frequencies in anti~B*2703 CTL that were statistically different (p<O.O5) from the
respective control are underlined. ‘«13 segments were classified ira homology subgoups [34]
as defined ira Table 1, For Va, statistically signifccant differences (p’cO.01) with unselected
PBL are underlined.
la) Va subfamilies appearing more than twice in one donor,
‘>Data from [33],corresponding to 300 productive a transeripts fron> PBL of 3 unrelated
individuals.
d) Expected frequency among anti~B*2703 clonotypes for random Va/V13 association. This




Table 3. Recurrent Jo. segmerats arnong productive
19
transcripts fron> anti.B*2703 CTL~~
Jet segment
Donor
Total % in PBL~
<3M DL
N(%) N(%) N(%)
AA17 1 (8%) 1 (7%) 2 (7%) 2%
IGRIalO 1 (8%) 1 (7%) 2 (7%) 2%
IGRJa14 1. (8Vo) 1 (7%) 2 (7%) 2.3%
62.119 1 (8%) 1(7%) 2 (7%) 0.7%
IGR.1a02 1 (8%) . 1 (7%) 2 (7%) 0
HAVT33 2 (15%) 0 2(7%) 13%
HAVPO1 2 (15%) 0 2 (7%) 3%
IORJaO4 0 2 (13%) 2 (7%) 3.7%
HAVTO6 0 2 (13%) 2 (7%) 4%
Total 9 (69%) 9 (60%) 18(64%) 19%
a) Jo. segmenis appearirag more than once in dic CTL analyzed are indicated. Percent values
are relative to 13, 15, and 28 different produetive a transeripís from donors GM, DL, or
both, respectively. The total frequency of these Ja segments in each or in both donors
together was significantly increased (p<O.OOOl) when compared with unselected HL.




















































































LCA5S LALGEO! YNSPL 6.1. 1.1 1.6
rOAS F5KTARD YGY w22 1.1 1.2
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Strong T-cell responses te allografis led to discovery arad definition of transpiantation
antigens. Furiher analyses made it possible to identify tite molecules invOlved: peptide-
presenting proteins encoded by Che MHC genes. Titese iii vivo responses have a parallelisni
in the mixed lymphocyie reaction iii vino. Convencional antigeras activate a very amalí fraction
of T lymphocy[e precursors, while alloantigens activale more Chan 1% of these celís. Two
hypotheses have been puc forward in order Co account for the high frequency of alloreactive
T-cell predursors. In the first itypothesis, each MHC-peptide complex could StimulaCe a
different T-cell populacion •(Matzinger and Bevan<>. Sinee any given peptide binds to a small
fraction of MMC molecules Qn Che surface of antigen presenting celis, tite antigen density per
antigenic determinanc would be low, Alternatively, alloreaciive T-cells could recognize direetly
che allogenie rnolecule itself, so íhac MHC-bound peptides would not play an imponant role.
Consequently, foreign MHC molecules, functioning as Iigands, eculd provide high determinanc
density (Bevan2).
A majority of alloreactive T-cells recognize Che MMC alloaratigen and/or iis bound
peptide. These celís are usually cytotoxic for the graft and cause acute rejection (Eechler eL
al.’). A second subgroup recognize the alloantigen indirectly, br exarnple, after being
processed and presented by ancigen presenting celís of the host. This subgroup, with a much
Iower precursor frequency, would help in the production of anti-MHC antibodies in the
doraer, producing chronic rejection (Henichou et al.’; Fangman et al.5).
Our laboratory has focused on Che anii-HLA-B27 allogenic response lo analyze
HLA/peptide/TGR interactions ira Che wbole antigenie speecrurn of chis molecule. This
analysis was developed at Cwo levels: <a> characterization of clonal heterogeraeity< fine
specificity, arad structural requirenienCs of epitopes recognized by monoelonal CTLJ, arad (b)





32. Clonal analysis of anti~B*27O5 and anti~B*27O3 alloreactive responses.
HLA-B2’7 polymorphism could modulate Rs antigenicity, and Us relaíionship to
ankilosing sporadylitis if T-cells are involved in the paihogenesis of chis. disease. For Ibis
reason the antigenie relationships between the main HLA-B27 antigen, B*2705, ancl olber
subtypes (Figure 1) was approaehed through fine speeifcciíy analysis of alloreactive CTE. As
an iraitial stage we analyzed a total of 84 anti.B*2705 CTL clones and 36 anti~B*2703 CTL
from four unrelated donors and from cwo of Ihese donora, respectively (López eL al.’>, 8~2703
difiera from 8*2705 by a single amino acid ebange of His maCead of Tyr59. Thia change la
unique amorag clasa 1 HEA antigena and affects an otherwiae conserved residue tbat is
involved in siabilization of che amino-terminal group of HLA-bound peptides (Madden eL
al.7). The fine speciflcity of the CTE was determined by panel analysis against LCE. In the
analysis of anti~B*2705 CTL che subtype presenting the highest cross reaction was 8*2703,
since it was recognized by 48% of the CTE clones, The lesa crosareactive. subtypes were
8*2704 and B*2706 (Table 1). The antigenie closenesa of HEA-B27 subtypes with 8*2705
coníd be ordered, according Co ihe number of anti~B*2705 CTE that croasreacted witla them
itt tite following way: B*2705> B*2703> 8*2702> 8*2701> 8*2704> B*2706.
An outstanding feature of anti~B*2703 CTL was thaI many were erossreaciive wiih
8*2705 (Table 1). This íneans that most of tite B*2703 allospecifie epitopes are present in
8*2705. Since the number of anCi~H*2705 CTE erossreaeting wiih 8*2703 (48%) was
significanily lower Lhan tite anti~B*2703 CTL crosareacting with 8*2705 (78%), it cara be
concluded Lhat itere are more 8*2705 allospecifie epitopes absení in 8*2703 chan tite reverse
situation. A posaible explanation mr titis may be titaL tite HisS9 change in 8*2703 decreases
the atabilizatiora of che amino-terminal group of bound peptides, so thai many peplides will
bind to 8*2703 with lesa affinity or mighi not bind at sil, Only 22% of anti~B*2703 CTL did
noi croasreact wiiit 8*2705 on ECE, whicit meana chaL His59 .brings about few new epitopes.
Titus, 8*2703 is ancigenically defective, relative to 8*2705, and presumably presenis niosily
4
a subset of tite B*2705~bound peptidea. The appearance of tite few new epiCopes in B*2703
can be explained according lo titree mechanisms: (a) sorne peptides thai cannel bind to
B*2705 eouid bind Lo B*2703; (10 tite sama peptide could adopí differení cenformacions
deperadirag en the subiype te witich it binds, arad (e) Ibe Hia59 itself miglal generale sorne
peptide-iradependení aniigenic cAaanges.
Furtiter insigití mio tite differences beiween anCi~B*2705 aM anti~B*2703 CTE ira
HLA-B27 recegniiion was obíauned wítlx site-directed mutants (Villadaragos ec al.’). Changes
ira pocket A residues 167 and 171 affecCed lesa anti~B*2703 iban anÉi~B*27O5 GTE recegnition.
In contrasc, che change from Glu tú Met4S ira íhe B pocket, a residue which is critically
involved ira anchorirag ube Arg2 motif of HLA-B27-bound peptides (Madden el al.7) affeeted
more deeply recognitiora by anCi~B*2703 CTE (Table 2). This indicates thai araii.B*2703 are
less dependení titan anti~B*27O5 CTL on pocket A and more dependent en pocket 8
siruciure, and suggests ihat Che B*2703 chango nol only disrupcs pocket A interaction with
tite pepildie N-terrninus, buí alse reinforees (he interaction of Arg ira tite B poekei.
The 1-LEA pbenotype may condilion Ihe T-cell repertoire of eaeit individual (Akolkar
el al.9) and iherefere condition individual allospecífie responses. Titus, we addressed Che
poasible existerace of donor-ciependení differences in anIi-HLA-827 responses. Tite four
analyzed denera could be greuped ira two paira accordlng te similarities ira Ibeir araCi~B*2705
responses. Por example, in donors PA arad DL CTL recognizing B*2704 arad/or B*2706 were
not found. In coratrasí, a re]atively bigh percentage of CTE crosareactive with ene or botit of
titese aubtypes were obíairaed from donora GM arad SR (Table 1). Tite differenees observed
ira tite anhi~B*2705 responses correlated wich Che class 1 phenotype of tite responder
individuals, arad ira particular with (be Va[/Glu dimerplaism at positiora 152 ira titeir HEA-B
ancigeras. PA (HLA-B35, 39) and DL (HEA-B39, 44) bave Val152, arad tite only crossreactions
thai were observed ira tite anti~B*27O5 CTE from these donois were with subtypes presenting
Val152 (8*2701 te 8*2703). On tite otiter barad, GM (HLA-B7, 88) arad SR (HEA-B7, 844)
5have FILA aratigeras wich GIulS2 <HLA-B7) arad with Val152 (HEA-ES and HLA-B44), and
showed croasreactiona with subtypes havirag VallS2 (8*2701 tú 3*2703> arad 01u152 (B*2704
arad 2706) (López et al.6).
We alse araalyzed the atructure of HLA-827 specific epitopes recognized by aníl-
B*2705 CTE. For titis purpose 27 anti~B*2705 CTE from doraera DE, GM and SR were
analyzed with site-specific B*2705 mutaraIs with changes ira varleus side-chain binding poekeís
of clic aratigen binding site (Villadangos et al.8). Any of tite mulacioras tested altered
allorecegnitien and titis alteradora correlated strongly with Che expeeced effect of che nautation
on peptide presentation. Speeific mutatioras showed different effects en CTL froni different
donora suggesting chaL each individual responda predeminantly ce epitopes with a particular
atruccure. Fer example, great effect of tite D—*Y1 16 mutation and irrelevanee of che E—MM
mutaciora en CTE from GM swggested a preferred response of Ibis donor Co epitepes that
iravolve peptides with C-termina[ residues requiring AspIl6 but not LeuSl ira Che C/F pocket.
Since Aspi 16 is feurad ira moat HLA-B27 subtypes <Figure 1>, Ibis might explain che wide
cressreactivity of a relatively large number of CTL from donor GM wiíh subcypes. Iii donor
SR tite oppesite effect was observed, Thus, CTE from chis donor would recognize epitepes
wiCh siterter or nerapolar O-terminal residues, which depend leas en Aspi 16 and are more
sensitive te charages ira residue 81 (Madden et al,’0). Titis suggesta Citat alloreactive CTL from
doraors GM and SR sitow preference for different groups of pepCides. CTE frem denor DL
recognized mainly epitopes thai are highly dependení on tite iníact B*2705 atructure as any
mutacion itad great effecc (Villadarígos et al.tm). Tbia can aecourat fer Che fact chaL CTE from
titis individual preaent less creasreaction with subtypes Chan chose from ocher donors (Table
1).
63 T-ceII recognition of RLA-B27 expressed on murine celis. Funotional evidence for
iniplication of endogenous peptides iii allogenic responses to HLA-B27.
Maray alloreactive CTL de not kill tite P815 murine ceIl une cransfeeted with HEA-
827 and human 32 raaieroglobulin. Por tite analysis of Chis phenomenon we selected two
groups of CTE, ira such a way ChaL, wiChin each greup, tite CTE presented a ver>’ similar
reactiera pattern, but they ceuld be distinguiahed en che basis of Cheir different avidity by
inhibitiora of lyais with arad-CUS naenoelonal antibody. In each group, enly chose CTL which
were raot inhibited by chis aratibody, were capable of lysing HEA-B27~ P815 Cransfectanís
(Calve ec al.tt), These resulta suggesled that, for CTE with similar fine specificity, only chose
with sufficient TCR avidid>’ could overcome che requirement for adhesion molecules o.n Che
target ceil aurface. Indeed, lysia by CTL requires a sufficiently avid ceil-to-ceil contact
invelving CDS (Salter eL al. 12> EFA-l (titeir ligands are ICAM-1 ce ICAM-3) (Marlin and
Spriragert3; Staunton ec al,t4; De Pougerolles and Springer’3) and CD2 (lIs ligand la EFA-3)
(Selvaraj eL al. 6) Witen human GTL are cenfroníed with murine largeta tite unteraction
CD2/EPA3 doca nec Cake place, since inurine celIa lack an appropriate ligarad for human
CD2; tite human EPA-1 binda te murine IGAM-1, with less effcciency Ébara Co tite human
councerpart (Jebrasten et al. a ~> Ocher evidence suggested chaL, in sorne cases, failure ce lyse
murine HEA tranafeccana by human CTE was dependent era fine spee.ificity racher than
avidicy, implying ceil-dependeral expression of particular allospecific epicopes (Bernhard eL
al. ~, Marrack arad Kappler’9; Heatit et al.20; Castafio et al.2t). Ira erder Lo distiraguish betweera
chese twe pesaibilities PSiS trarasfected wich HEA-B27, ICAM-l arad EPA-3 were used as
targec celta for anti-HEA-B27 allereactive CTE. Feur differerxt reaction patterns were
observed (Galocha eL 01.22). Tite firac greup consiated of CTE chaL lysed boch human and
murine HLA-B27 tranafectanta, with no need for human aditesion moleculea ira murine celIa.
The secerad group consisted of GTE ChaL lysed tite muririe HLA-B27 tranafecíanca with lew










7aditesion molecules. Tite third group, consisted of CTE Chat did not Iyse Che HLA-B27 murine
LranafectanCs, unlesa co-trarasfected wich ICAM-l +EFA-3. In che fourCh group, the CTL dci
nec lyse che naurine trarasfeetanca oven when co-Lransfected with human aditesion niolecules,
iradicatirag Lhat ira chis group, which aceounted for 42% of che CTE tesíed, absence of’ lysiswas
neC due Le lack of avidity. Titus, lysis of J-ILA-B27 murine celia by human alloreactive CTE
is hecerogeneous. Ira sorne clones absenee of lysis can be expLained by laek of avidity of
human CTE Ver murine cella. For CTE of greup feur, absenee of lyais is prebably due Co lack
of tite corresporadirag epitopea, suggescing diaL diese involve peptidea expressed iii Che human
but neC in Lite murine celís tested.
4 Peptide depcndency and unexpected clonal allospec¡t”ídty.
Allereactive CTL geraerally recegnize allo-MJ-IC-I-peptide complexes (Ramniensee
et al.23; I-Ieath et al.24; Shermara and Chattopadhyay25). Both the alloantigen molecule arad
the many peptides beurad may directly contribute to the atrueture of alloantigenie
determiraants. Available evidence suggests that the peptide dependeney ol’ alloreactive
CTL Ls variable, raraging from strict specifccity for a particular peptide tú recognition of
motifs ahared by multiple peptides or overa peptide independence (R6tzschke et al,2j.
Titis variability explairas che eccurrence of aíxti-1-IEA-B27 CTL showing unexpected
croasreactiora with DR2. Tite flrst example of CTL clones displaying dual class 1- arad
class Il-directed alloreactivity was reponed ira our Iaberatery by Aparicio et al.21. rrhis
work described [he characterization of three alloreactive CDS1 CTE clones that displayed
simultanceus lytic ability fon beth HLA~B*27OS celis and 1-ILA-DR2~ targets expressing
certain DR2-asseciated Dw determinants. The dual allospecifkity of these CTE, as
epposed te a putative cloas 1-restrieted recognition of tite class II antigens, was
dernonstrated, but che basis for tite clasa II eressreactivity was not esíablished,
8More reeently, and frorn dic unrelated donor (3M, the anti~B*27O5 GIL clonetypt
37GRK1123.8GRK alse presented croasreaction wifh DR2 (López et al.28). Ihese CTE
recegnized the B*2701 te B*2706 subtypes, but oraly tite DR2Dw2 subtype (B5*OlO1),
The lysis of DR2* targets was inhibited by anti-CD3 and ant-DR moraeclonal antibodies,
In ceid target cempetitien assays, there was reciprecal inhibition between HLA-B27 arad
DR2Dw2 targets. Furtherrnore, PCR and sequencirag showed a single lCR, indicating
that dic dual allospccificity of this clonetype was mediated by the sanie TCR. From
correlatiera between the sequences of HLA-B27 and HLA-DR2 subtypes, and the fine
specificity of chis CTE ara atructural motif cemmon te HLA-B27 ant HEA-DR2
(BS*OlO1) arad specific for these molecules was identified. This motif was formed by
varleus pesitiens ofthe ¡3 sheet that is the antigen binding site bottom. Changes affecting
titis motif that were introduced by site-direeted mutagenesis abrogated HLA-B27
recegnitien by CTE 37GRK1123.8GRK. Since titese pesitiona are involved in peptide
presentation but are not accessible to the TCR, these resulta suggest that tite dual
allespecificity of CTL 37GRK/123.SGRK is due te recegnition of antigenically similar
peptides presented by HLA-B27 and HEA-DR2.
An epposite example, shewing that allospecific CTL clones can be Iargely
independent of peptides, was provided by the anti~B*27O4 CTE 648P. Ibis CTL
recegnized alí B27 subtypes tested with changes in tite dF pecket of thc molecule
(Jaraquemada et al.29), as well as mutanta with ehanges in this reglen (Villadangos et
al.30). Hewever, it did not recognized B*2703, with a ehange ira the A pocket, or mutants
with changes ira pockets A and B. The clear-cut apatial distribution of tite changes ira the
HLA-B27 melecule affecting recognition by Ibis CTE done strengly suggests that it
laeks specificity for any particular peptide, but requires the structural integrity of the site
1
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9involx’ed in interactiena with the N-ternxinal portion of peptides. Tite peptide-
independence of of titis CTL was confirmed by ita capacity te Iyse HLA-B27t maine
TAP-deficient RM.A-S trarasfeetanta (Villadangos et al.30). This lysis was inhibited by
anti-I-IEA-B27 antibedies, indicating that it was net H-2-restricted and its efficieraey was
dependent only en the expression leve] of HEA-B27. Thus, recognition of HEA-B27 by
CTL 64.SP was peptide-independent or required a N-terminal peptide residue cemmon
te rnany peptides. Titese resulta also showed that the cerresponding TCR recognized
HLA-B27 with an urausual topology, involving mainly one of Ihe sides of the peptide
binding greeve. The unusual features of this CTE suggest that peptide-independent
alloreactive CTE are ratiter exceptional.
5 lCR usage aid the molecular basis of HLA-B27 allorecagnition.
TCR variability is generated by rearrangement of multiple germline-encoded
segments (y, D and IT) through mechanisms that allow for tite introduction of great
variability in the juractienal regions (Toyenaga and Mak3m; Wilson et al.32). The
hypervariable regioras of Va and VP segments, called CDR1 and CDR2 by analogy with
immuneglebulins, weuld irateract mainly with the MI-IC protein. The juractional regiona,
fermed by the No./N+D¡3 and parta of Ja arad J¡3 segmenta, are known as CDR3 arad are
theught te interact mainly with the peptides bound te MiHC (Chotitia et al.33; Davis and
Bjorkmara34; Claverie et al?5). Although titis model might be correct in general temis, the
contribution of V segments and of junetional regiena te speciflcity is net independent.
Fer example, ira tite 1-ceil response to peptide variants that differ in residues affeeting
T-cell recegnitien but not bunding te MMC, lCR with ree-iprecal changes in the CDR3
are used, suggeatirag direct interaction between these regions and the peptide (Jorgensera
1’
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et al.36). Hewever, at times, there is alse a reduced number of V¡3 segments, which would
imply their centribution te peptide specificity (White et al.37). Mereover, mutationa in the
CDRI of V¡3 cancel peptide-specific recognition (Patten et al.38).
Ira peptide-specifxc responses limited heterogeraeity of Y and J segmenís, and of
junctieraal regions is frequeratly observed (Casanova and Maryanskí39). I-Iowcver, diere
are exceptiens. For example, muchTCR diversity, with only ‘«IB segments censerved, has
been feurad in CTL specifie for a peptide of Plasmod¡um berghei restricted by H-2K~
(Casanova et al,40). Certain claas-II restricta! peptide-specifie responses are also
extremely diverse (Boitel et al.41; Habermara et al.42; Taylor et alÁ3). TCR studies iii
allercactivity are far less numerona. Due tú clonal heterogeneity and Ihe many
endegeneus peptides unvolved, one would expect great TCR diversity ira alloreactive
responses. Hewever, non random use of Vfl segmerats has been observed among T-cell
clones specific to I~Mmí2 (BILl et al.44), or DR4 (Goronzy et al.45> and in allograft-
infiltrating lymphocytes (Shirwan et al.46; I-{all et al.47), although no restrictioras were
ebserved ira N+D¡3 ev Jj3 segmenta. The use of a ehain segments has been leas atudied,
arad generally great diversity has been found in Va., Ja arad No. regiens (Bilí et al.44;
Geiger et al.48; 1-Iurley et al.49). I-ILA-B35 allogenio responses showed limited variability
ira o. arad [3CDR3 regions (Steinle et al.50).
Ira an attempt to define the rules applying te TCR selection ira the HEA-B27
allerecegnition, we analyzed the strueture of the TCR frorn anti~B*2705 alloreactive CTE
of known fine specificity. Ira an initial study involving 15 anti.B*2705 CTE from varicus
denors (Bragado et al.51; Lauzurica et al.52), a predominarat use of VII segmenta frem
hemolegy subgroup 4 (‘«¡33, ‘«¡311, Vpl2, ‘«¡313, ‘«¡314, ‘«¡315 arad ‘«¡317) was observed.
Hemolegy subgroups unclude those Va or VP subfamilies that present more than 50%
4U
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amino acid sequence identity (Chothia et al?3). Ira addicion, recurrerac structura¡ motífs in
che f3 chaira junetienal regions were also observed: 7 of 15 arati~B*27os CTE showed an
Ala ceden in che Df3-N-Jj3 junction, and ira 5 CTL the juractional region of the ¡3 chain
was formed enly by hydrophobic residues, No evidence fer a ehain restrictioras was
found in that study (Lauzurica et al,52).
Te confirm and exterad these initial resulta, we further analyzed TCR usage ira the
anti~HLA~B*27O5 responses from donora SR arad (3M. The purpose was to asacas
pesaible differences between denors and the general character of the previously observed
selective trends. The results from this study, which are described below, roveal a
cemplex selection of anti-B27 TOR, arad deinonstrate that such selection takes place on
multiple TCR elementa following distinct rules for different gene segments (Barber eV
al.53).
A first ebservation in this study was that four clonotypes from donor SR had
identical [3chairas, but very different a. chairas (Figure 2). These CTL presented similar
fine specificity with HLA-B27 subtypes, suggesting that the 3 chain rather thai> the a.
chain, determines tite fine specificity of titese CTE. Although. previously observed in
peptide-apecifie responses, ti-xis is to our knowledge, the first case of TCR sharing the
same chaira among alloreactive TCR, arad is a olear example of uneven contribution of
a amI [3chaina Lo allorecognition.
Regardirag Vfl segmenta, beth donora ahowed a predominant use of ‘«[3 hemology
subgroup 4 (55 to 60% of cdonotypes lii cadi donor), with no statistically significant
differences in the use of ether V¡3 segmerats (Table 3). ‘[bese daca confín previous
results and shew that the use of V~ subgroup 4 in the anti.HLA~B*27O5 response ja






different firae speciflcity, iradicating that their uae la not epitope-apecifie. This suggests
that Vp skewing is determined by the HLA-B27 molecule itself rather tan by bound
peptides.
‘«o. segment usage was more diverse. Yet, sorne Va segments appeared repcatedly
¿md with higher frequeracy than in controis. Por instance, Va 14 appeared in 33% of anti-
HLA~B*27O5 CTL from donor GM, includung 3 of the feur CTE with the most cemplex
reaction patterns. WC arad ‘««20 appeared recurreratly (19% eaeh) in SR amI ira
clenetypes with simple reaction patterns. Ihus, there is a somewhat restricted use of Va
segmenta among anti~B*2705 CTE, which is donor-dependant and might be related te
particular reactien patterns.
In general, Va ¿md VP segments were selected independently from any given
Va/VP combination, Hewever, ‘««7 associated with VP segments of homology
subgreups other than 4 with a frequency higiter than expected for random association,
ami similar te that expected if Va7 were selected independently frem’«[3, This negativo
correlatien between Va7 and vp subgroup 4 suggests that the correspondung lCR were
selected on the basis of their Va segment. These results strongly suggest thaI Va. ami Vj3
segments are independently selecta!, and are involved ira recognition of distinct structural
elernents of the allespecifie epitopes.
a. ¿md pehain junctional diversity was alse non-random. In [3chairasdiversity was
limited at three leVeIs. Besides the CTL with identical ¡3 chairas inentioraed aboye, three
paira of CTE used identical ‘«[3, J¡3, ¿md very similar N+D~ regieras. The CTE itt each
of tese pairs showed different fine specificity, suggesting that anti~B*27O5 TCR with
similar [3chains can be selected independently of specific epitopes or donora. Finally,
sorne [3chains presented conimon N+D[3 motifs, but different V[3 and JP segments. In
1
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rnost cases, sharing of these motifs was not associated te any apecifie reaccion pauern
arad was doraer-independení. Ira contrast to 1~ chains, a. chau juractional diversity was raot
restricted in the N regiena, but there was restriction in the use of Jo. seginenís, so thaI
7 Ja segmerata acceunted fer 61% of the anti-B27 CTE analyzed. Together. titese
segments were feund ira 14% of unselected PEL in ara undependent study (Moas et al.’4),
This Ja seleetion was . also donor and epitope independent. Reeurrent N+Dp niotifa did
not occur concemitaratly with recurrent Ja segmenta, suggesting thac seieaion of
junetional regiens takes place independently ira a. arad ¡3 chains. This iniplies thaI apecifie
antigenie determinanta ma>’ interact predondnantly with Ihe CDR3 region of ene of dio
TCR chaina.
In conclusion, diversity of HLA-B27 specific TCR is limited al Ibree loyola ¿md
ni different atructural elementa: firsí, in tho whole j3 chau>, secorad, itt Va or
segnienís on]y, arad third, ira the CDR3 regiona of cilber chaira. ‘«a and V¡3 segmenís are
selected differently, ira titeir dependency of tite donor arad fine specificity. .Diversity ira
a ¿md ¡3 chaira juractional regioras ja limited iii different genetie elemenís of tite CDRJ Qe:
Jcc arad N+Df3, respectivel>’). This pallen> of asycnmetric soicellún of siructural elenienta
indicatea thaI contribution of a arad fi chaina tú TCR specificity la raúl equivalení. Excepí
fer Va, it seema (e be little influence of tite donar in TCR selection. Ira particular, tite
predominaní use of V[3 subgroup 4 in multiple donors, raises tite pesibility diaL titese VI)
segmenís migití be suitable targets for therapeutic maniptdation ofalloreactive responses
VI) segment seleetien 1> peptide-apecifie responses has sometimos been related
to C-terminal VI) residuos, actually contributing te CDRS (Jorgensen eL al.36), Hewever,
preferential recruitment of VI) subgroup 4 among anti~B*27O5 CTE la probabí>’ based






(Chothia et al.33; Davis et al.34; Claverie et al.35; Hong et al.55). A comparison of ODRI
and CDR2 sequences revealed that at many positioras ene ev two síructnrally related
residues were present ira more than 75% of the Vfl segmenta from subgroup 4 used by
38 anti~B*27O5 elonotypes (Lauzurica et al.52; Barber et al.53). These metifa were at
variable frequency, dependung Qn each positien, among VP segments from otber
subgreups in these CTE (Figure 3). Te assess their putative significanee, the frequencies
of CDR1 and CDR2 motifa in anti~B*27O5 clonotypes were compara! with these in
unseleeted CD8~ PBE (Akolkar et al.9) (Table 4). The motifs at any given position whose
frequency among anti~B* 2705 clenotypes was more Ihan double that itt PBE were
assigned as the minimurn determinants of the observed Vf3 segment seleolion. Tite>’ were
the follewing: Met27, arad Asp/Asn2S ira CDRL, and Tyr47, Val52, and Asp/Glu59 in
CDR2. ‘«93 and ‘«[314 pessesscd the 5 CDR1 and CDR2 motifa so defined.
Vp13JGRb14, Vp13IGRbIÓ, andV¡317.1 poasesaed 4ef titeS motifa. Vp13.I/2, Vp13.4,
and V[315.l possessed only three. Titis indicates a close correlation between particular
CDRI+CDR2 metifs and V9 usage by ~nti.B*2705CTE. Titere was no olear correlation
with overalí hornelogy itt titese regions (Figure 3), suggesting that V[3 segmenta are
recruited based en certain residuos, rather titan en global CDR1 or CDR2 sequence
homolegy.
Most of these motifs were absent o rare (Met27) ira V~ segmenta from otiter
subgroups expressed ira anti~B*2705 CTL. Titis undicates that diese ‘«[3 segmenta were
not selected fer cheir sharing of the relevarat CDR1 or CDR2 motifa with subgreup 4. A
likely explanatien for the presence of ‘«9 subgroups ether than 4 arnong anti~B*2705
CTE is that tite correspending TCR were selected mairaly Qn che basis ofTCR elementa




selectiora of Vo.7 irrespective of the ‘«¡3 subgroup.
Remarkably, B27-restricted CTE specifle for arthritogenic bacteria (Yersinia
enterocolitica) as well as autoreactive B27-specific CTE iselaced for tbe synovial fluid
of patients with Yersinia-induced reactive artitritis used TCR with a predominance of ‘«¡3
subfamilies from subgroup 4 (‘«¡313, 14, arad 17) (Duchman et al.’5. The frequency of
these ‘«¡3 segmerats among B27-dirccted autoreactive CTL (57%> was similar tú that
found among eur anti~B*27O5 alloreactive CTL (Barber et al?3). This firading further
indicates tite relevarace of this ‘«¡3 subgroup in HLA-B27 directed responses and suggests
the pessibility of inmune maraipulation of patitogenetie T-cell responses against this
antigera.
6 Peptide-speciflc HLA-B27 restricta! T-ceII recognition.
I-IEA-B27-restricted peptides frem influenza NP (381-388) (Tussey et al.57), arad
NP (383-391), 1-11V gpl2O (3 14-322), MIV gag p24 (265-274) (Hueth et al.”), Epstein-
Barr virus (EB’«) EM.P2 (236-244) and EBNA 3C (258-266) (Brooks et al.’9), HSP 60
(284-282) (Cerrerae et al.60), measles F protein (438-446) (van Biraneradijk et al.6m), arad
procollagen-CJI P109 (Gao et alA2) hayo been reponed. However, few studies hayo yet
addressed the issue of HLA-B27 subtype differences ira peplide presentatiera Lo self-
restricted CTE. Breoks et al.’9, used CTL responses tú EBV as a system tú identi~’ B27-
restricted epitopes. When CTL clones were tested against targeta expressing individual
EBV proteiras from recombinant vaccinia vectora, al] B*27O5~, B*27O2~ and sorne
B*27O4~restricted clones recognized tite EBNA 3C antigera. Ira addition, alt the EBNA
3C-speeifie clones tested from B*27O5~, B*2702, or B*2704-posiíive donors recognized






B27 subtypes cara preaent the same immunodominant peptide. In contrast, an EBV
EPM2-derived peptide was presented only by B*2704, Nevertheless, titis peptide birada
te B*2705 ira vitre with similar eff¡cieney as the B*27O5~restricted EBNA 3C’peptide
(‘«i]ladangos et al.,63), suggesting titat factors other titan binding affinity to a givera
subtype can determine peptide immunegenieity ira a particular HEA class 1 centexí. Iii
anotiter study (Celbert et al.64) a B*27O5~restricted influenza NP (383-391) peptide was
inefficieratly presented by B*2703, due to reduced affinity of tite peptide ¡br titis subtype.
E4
I-ligit affrnity arad presentadora by B*2703 could be iraduced by changirag Ihe amino- ¡JI;
terminal residue of the peptide frem Ser to Arg. Recently, Tussey et al.’7 have reported
that two overlapping peptides from influenza, NP (381-388) and NP (383-391), are
restricted by B*2702 or B*2705, respective]y. Titese atudies indicate a large degree of E
specificity in viral peptide presentation, altheugh sorne peptides can be presented by
multiple subtypes. The molecular basis of the subtype specificity correlates’ witit the
nature of the peptidie anchor residues. For instance, natural B*27O2~bound peptides
present mainly arematie er alipliatie C-terminal residues. B*27O5~bound peptides possess
beth basic, aromatie er aliphatic C-terminal residues. Sunce influenza NP (383-381)
peptide have C-terminal Arg, Ihis explains the specifleity of titis peptide ¡br B*2705 but
not B*2702. Tite overlapping peptide NP (381-388) has C-terminal Ile and can be
effxciently presented by B*2702 (Tussey et al.’1). Subtypepolymorphism, by modulatuiig
binding of peptides with related structure but differing in relevant ancitor residuca, ma>’
be effective ira presenting variant peptides resulting from mutational drift of viral
antigens, ñus adapting Mil-IC funetiera tú pathogen variationa.
Centrary te allorecognitien, where tite strueture of allospecifie epitopes is yet
uradefined, self-restricted T-celI recognitiora is amenable to a more detailed
k
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charaeterizatien of tite molecular interactions between peptide-speoif¡c TCR and self-
restricted epitepes. These studies have beera developed ira Ihe influenza system.’
Restricted TCR a and [3chaira usage itas been reported in tite response against NP (383-
391) peptide (Bewness et al.65). Ira particular, ¡3 chaina shewed a predominant use of ‘«[37
and hemologeus N+D[3 regioras. A CDR3 conserasus motif could be defrned in positioras
96-100: QEx’«G. Ira titis motif, QE residues are centributed by Vj37, whule ‘«U residues
are in the N+D[3 regien. Tite negativo charge of 01u97 might p]ay an impertant role due
to its unteraetion witit tite peptidic Arg7, thus promoting selcetion of ‘«[37. Vp7.1 can use
Glu er Asp at positien 97, depending on the first nucleotide in tite N+D¡3 region. Ira Ibis
response Glu97 was always used (Callan et al.66). Since both residuos differ only in the
lengtit of their side chairas, titis suggests high restriction itt tite interaction of titis ‘position.
Furíher analysis of tite TCRlpeptide interaction in titis system waa carried out with
peptide variants (Bowness et al.67). Qn dic basis of X-ray analysis, peptide residues 1,
4, and 8 are accesaible te tite TCR (Madden et al?), Titus, titese positions in tite NP
(383-391) peptide were systematically changed to assess titeir relevance iii T-eell
recegnitien. Substitutieras of peptide Sal affected sorne CTL clones buí not others. Trp4
and Thr8 were crucial for recognition by alí tested CTL, so that even conservativo
charages greatly reduced lysis. Subatitutiens in residuo 7 also affected recognition without
alterung binding te HLA-B27, suggesting that in this peptide, tite Arg7 side chain is
oriented towards tite receptor. Tite effect of peptide changes on 1-celí recognition conid
be correlated witit tite TCR used by the corresporading CTL clones te assess the basis for
TCR selection itt titis response. NP (383-391)-speciflc CTE cenid be divided into twa
groups depending en titeir requirement for Sen - Tite CTL that were affected used Va.14,
5a9,3, and a long CDR3 a reglen with bulky aromatie residues, whereas those unaffeeted
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used ‘««12 arad short CDR3 a regiona. These data suggest Ihat tite a. chain int9racís
with the MMC close te poptide residue 1. As mentiened ahoyo, tite importance of’the
peptidic Arg7 for irateraction with the TCR would account fer tite oxistence of a 01u97
in the CDR3 regien of the [3ehain of mest CTE.
7 Concluding remarka.
HEA-B27 polymerpitism provides an experimental systeni in which lo analyze tite
funetienal consequenees of naturally occurrirag clasa 1 HEA microheterogoneity al a
molecular level. Drastie changes in HEA-B27 T-cell antigenicity are induced by oven
single amine acid substitutioras. Antigenie changes can be interpreted as att effect of
aubtype polymorpitiam en moduling peptide binding speeifieity. Although the general
mechanisma by which HLA pelymorphiam influences peptide presentation hayo been
established, largely as a consequence of X-ray analysia of peptide-MHC complexos, the
detailed effects of single amine acid changos en medu]aíing peptide specificity are yet
insufficiently known. Tite importance of such analysis ja justified by Ihe potentialiy great
effects of seemingí>’ subtle changes in antigen presentatiora and disease. For instance,
Itere are reperts of lack of association of particular HEA-B27 subtypes te
spondyloarthrepatity, at least in particular populatioras (López-Larrea et al.68, D’Amato
ot al.69), Titus, a molecular interpretation of the effects of subtype polymerpitism on
peptide binding and T-eell recognition may greatly enhance our undersLanding of HLA
variation ira its relationship to patitogeras arad elironie disease.
Ira additien, the molecular relationsitipa between TCR siructure arad HEA
recognitien can be appreached by detailed molecular analysis of apecifie TCR in titeir
relationship te T-cell aratigeras whose atructure can be ¡nodulated by 1-lEA or peptide
19
microheterogeneity. Uraderstanding the basis for solection of TCR repertoires itt peptide-
spoeifie, allereactive or autoimniune T-cell responses ma>’ identify potential targeta for
therapeutic iraterveratiera.
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Spacial location of che positioras that are polymorphic among HLA-B27 subtypes itt
che al arad a2 domairas. Bars indicate ti-it pesitioras ira which each subtype differs fi-orn
13*2705. The diagram shows a schematic top of view of the antigen-binding site of tite class
1 HEA melecule. Amine acid differences of HLA-B27 subtypcs wicit B*2705 are Che following:
D—*Y74, D—>N77, arad L—*A81 ira 13*2701, D—*N77, T—ñSO, and L—÷ASIira 13*2702, Y—>H59
ira B’2703, D—*S77 and V—*E152 ira B*2704, D—*S77, H—>D1 14, D—+Yt 16, arad V—*13152 ira
13*2706, N—*S97, Y—4H113, H—+N114, D—*Y116 arad S—>R131 in B~2707 D—>S77, T—*N80,
L—*R82, and R—*083 ira 13*2708, and D—>H116 itt B~2709.
Figure 2.
TCR a arad p gene segments arad sequence of Lite CDR3 reglen ira preductive
transcripts Lyon> anti..B*2705 CTE with identical ¡3 chairas. Va arad ‘«¡3 subfamulies are
indicated by number arad c]assified aceording Lo tite homology subgroup lo whlch Che>’ bc]ong.
Tite 12SRF clonotype included CTE I2SRF, 12SLG, 6OSEG, 4S15, 11515, and 37SEG which
had tite same TCR but were elened indcpendently from tite saíne bulk population, CTE
1 1.SSEG sitewed an additienal but wcak crosareaction with B~2702 (López et al.’).
Figure 3.
Comparisen of amino acid sequences ira CDRI arad CDR2 of Lhe V[3segrnents found
among aracl~B*27O5 CTE. CDR are defined as ira Chothia e[ a[.33. Vj3 segmerics are grouped
accerding Lo titeir homology subgroup (lis.). Tite number <N) of clonotypes in which cadi Vfl
segment was feurad, arad titeir total raumber from each subgroup (T), are given. itt titase
positioras ira which one er twa structurally similar residues wore fornid ira more titan 75% of
h.s. 4 ‘«¡3 segmcnts, che eorrespondirag motif ja shown en top, arad tite cerresponding residues
are boxed. Motifs appearing among anti~B*2705 clenetypes with a frequency more titan



















































































































































Tahle 2. Recognition of 13*2705 nndanfs by anti-HLA-1327 CTL’


















13 M45 12 (80%) 3 (20%) 15
Figures are tite number and (in parenchesis) pereent of CTE showing relative cytotoxicity
towards che cerrespondirag muLant ira tite range indicated on top of eacit columra. N: number of
CTE araalyzed with eaeh mutant, DaLa are ¡‘ram Villadangos eC al.8.
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1 3 (27%> 4(44%) 3 (20%) 5 (50%> 6 (23%> 9 (47%>
2 1(9%) 1(11%) 2 (13%) 0 3 (12%) 1(5%)
3 1(9%) 3 (33%) 1(7%) 3 (30%) 2 <8% 6(32%)
4 6<55% 1(11%) 9(60%) 2 (20%) 15 (58%) 3 (16%)
Number (N) arad percentage
non-anti-1327 T-celJs (control>
of VI) segments from eaeh subgroup in
frem cadi donor. Values corresponding
anti~B*2705 CTL and itt
te anti~B*2705 CTE that
show statistically significant
uraderlined,
diffcrence (p <0.05> with tSe respective control are in boid arad
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Table 4. Recurrent mot¼ in VfS CDRI ciná CDR2 regions among anhi~B*270S Cm




% ira CDSt PB!) Ratlo4
CDRI 26 D + N 21(95%) 21(55%) 31 1.8
27 M 18 (82%> 19 (50%) 24 2.1
28 D + N 21 (93%) 21 (55%) 23 2.4
29 H 22(100%> 31(82%) 76 1.1
30 D + E 19(86%) 19(50%> 39 1.3
CDR2 47 Y 20 (91%) 20 (53%) 20 2.7
48 Y + F 22(100%) 26(73%) 52 1.3
49 5 22(100%) 23(61%> 42 1.5
52 V 17 (77%) 17 (45%) 18 2.5
57 K 21(95%) 25 <66%) 53 1.2
58 U 22 (100%) 34 (89%) ‘75 1.2
59 D + E 22 (100%) 22 <58%) 28 2.1
60 V + 11 22 (100%) 31(82%) 54 1.5
61 P 18(82%) 23(61%> 46 1.3
32
Footnotes to Tahle 4:
One or two structurally related residues present in at leasC 18 of che 22 clonotypes expressing
Vj3 segments froni h.s. 4 (Figure 3).
2 Number and percentage of dic V~ segments from hg. 4 or frorn all VI) segments in anCi~B*2705
clono[ypes chat have [he particular motif.
Added percentage of the ‘«¡3 subfamulies expressing tite correspending motif at each position,
amorag CDS PBE. Based en Akolkar et al.9,
~ % in alí 1 % itt CD8~ PBL. Motifs for which this ratio is >2(underlined> are iii boid,
00o4<
oc%J4<£0
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